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略語表  
 
1,3-Bis-PG 1,3-Bis phosphoglycerate 
2PG 2-phosphoglycerate 
3PG 3-phosphoglycerate 
4EBP1 eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein-1 
ALDOA aldolase 
AMPK AMP-protein kinase 
Ac-CoA acetyl CoA 
Ala alanine 
Arg arginine 
Asn asparagine 
Asp aspartic acid 
CE capillary electrophoresis 
CS citrate synthase 
Cys cysteine 
DHAP dihydroacetonephosphate;  
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
ENO1 enolase-1 
F1,6P fructose 1,6-bisphosphate 
F6P fructose 6-phosphate 
FBS Fetal bovine serum 
FH fumarate hydratase 
G6P glucose 6-phosphate 
GAP glyceraldehyde phosphate 
GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GLUT glucose transporter 
Gln glutamine 
Glu glutamic acid 
Gly glycine 
HIF1α hypoxia-inducible factor-1α 
HK-1 hexokinase-1  
His histidine 
Ile isoleucine;  
LDHA l-lactate dehydrogenase 
Leu leucine;  
Lys lysine 
Met methionine  
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mTOR mammalian target of rapamycin 
OGDH α-ketoglutarate dehydrogenase 
PEP phosphoenolpyruvate 
PFKM 6-phosphofructokinase 
PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase 
PGK1 phosphoglycerate kinase-1 
PKM2 pyruvate kinase-2 
PPP pentose phosphate pathway 
Phe phenylalanine 
Pro proline 
R5P ribose 5-phosphate 
RT-PCR reverse transcription-polymerase chain reaction 
Ru5P ribulose 5-phosphate  
S6K1 ribosomal protein S6 kinases-1 
Ser serine 
TALDO1 transaldolase-1 
TCA cycle tricarboxylic acid cycle 
TOFMS time-of-flight mass spectrometry 
TPI1P2 triosephosphate isomerase 
TSC tuberous sclerosis complex 
Thr threonine 
Trp tryptophan 
Tyr tyrosine 
Val valine 
Xu5P xylulose 5-Phosphate 
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緒言 
 
エベロリムス(EVE)は抗がん薬及び移植時の免疫抑制薬として用いられている。細胞内 FK506
結合タンパク質 12(FKBP12)と複合体を形成した EVE は、ホスファチジルイノシトール 3-キナ
ーゼ(PI3K)/Akt 経路の下流に位置する哺乳類標的ラパマイシン蛋白(mammalian target of 
rapamycin: mTOR)を阻害する(1)。哺乳類の細胞において、mTOR は構造と機能の異なる 2種類
のmTOR複合体蛋白質、mTORC1とmTORC2として存在しており、セリン-スレオニンキナー
ゼとして細胞内シグナルの伝達を担っている(Figure1, 2)。 
一部のがん細胞ではmTOR複合体の上流であるPI3/Aktシグナル伝達経路に異常を来しており、
これに伴ったmTOR シグナルの異常亢進が見られることが知られている(2,3)。EVE はmTOR複
合体のうち mTORC1 を選択的に阻害することでがん細胞の生存および増殖を抑えることから、
本邦では乳癌、腎細胞癌、神経内分泌腫、結節性硬化症に伴う腎血管筋脂肪腫及び上衣下巨細胞
性星細胞腫の治療に用いられている(4,5)。 
EVEの特徴的な副作用には間質性肺炎、感染症、口内炎、皮膚障害、脂質異常症そして高血糖
がある。高血糖の発現頻度は各報告により異なるが、全グレードで 10~50％、重症例で約 10％と
の報告がある(6,7,8,9,10,11)。抗がん薬として用いる場合と比較すると免疫抑制薬として使用する
場合は高血糖の発現頻度が低い(12,13,14)。これは投与量の違いが影響している可能性が考えられ
るが、詳細は不明である。EVE 以外の mTOR 阻害薬では、テムシロリムス(TEM)を腎細胞癌に
用いた場合も EVE と同程度の頻度と重症度の高血糖が発現することが知られている(10,15)。シ
ロリムス (別名ラパマイシン;RAP)は本邦ではリンパ脈管筋腫症に用いられ海外では腎臓移植に
用いられる薬物であるが、臨床上問題となる高血糖が発現することは少ない(16)。高血糖は自覚
症状が乏しい副作用であり、初期兆候の発見が難しい。また、高血糖発現時の治療として用いる
糖尿病治療薬により、本来のがん治療におけるリスク以外に低血糖リスクも付加されることとな
る。従って、EVE起因性の高血糖発現機序の解明することが、今後効果的な予防及び治療を検討
する上で必要である。 
EVE、TEM、RAP等のmTOR 阻害薬による高血糖はインスリン分泌障害あるいはインスリン
抵抗性により引き起こされるという報告がある(16)。Rachdi らは mTORC1 の上流に位置する
Tsc2 の遺伝子を膵β細胞特異的に欠失させたマウスを用い、インスリン分泌と血糖値の変動に関
する実験を行った。Tsc2 遺伝子欠失マウスでは膵β細胞の mTOR シグナルが異常に亢進した。
mTOR の活性化によりマウスのインスリン分泌が増加し血中グルコース濃度が低下することを
Rachdiらは示した。RAPを投与するとｍTORC1の阻害と共に血中グルコース濃度とインスリン
濃度が上昇した。即ち、RAP 曝露によりインスリン抵抗性を示すことが明らかになった(17)。一
方Lammingらの研究では、RAPによる耐糖能異常・インスリン抵抗性の検討のため、肝mTORC1
機能を抑制したマウスを用いた検討を行った。肝 mTORC1 の機能抑制はマウスの血糖値に影響
しなかったが、肝 mTORC2 を抑制することによりマウスの血糖値は上昇した。また、免疫沈降
により RAPはmTORC1だけでなくmTORC2も阻害することが示されたことから、RAP投与に
よる耐糖能異常は肝 mTORC2 の阻害を伴って生じることが示唆された(18)。 mTOR 阻害に伴
う糖代謝異常はインスリンに関連した検討だけでなく細胞内糖代謝に対しても研究が行われてい
7 
 
る。胚線維芽細胞やがん細胞において、RAPによるmTORC1の機能抑制が解糖系やペントース
リン酸回路、ミトコンドリア関連代謝経路等の機能に関わる蛋白質遺伝子発現を低下させること
が示された(19)。mTOR阻害による糖代謝異常に関し、RAPを用いた検討が数多く行われている
が、RAPによる糖代謝異常はmTORC2阻害に由来している可能性がある。一方、EVEはmTORC1
を選択的に阻害する薬物であり現時点では mTORC2 を阻害する報告は無い。また、臨床上で高
血糖を引き起こすことが数多く報告されているにもかかわらず EVE が末梢正常組織における細
胞内糖代謝に及ぼす影響に対して行った研究はほとんどない。 
そこで本研究では、糖尿病の基礎研究に汎用されているマウス筋管細胞(C2C12)を用いた網羅
的メタボローム解析により、EVEによる細胞内糖代謝への影響の検討を行った。網羅的メタボロ
ーム解析は細胞などの内因性の代謝物を測定することによって、多数の代謝物の変動を一度に明
らかにすることができる画期的な手法である。特に、曽我らが提案したキャピラリー電気泳動
(capillary electrophoresis：CE)飛行時間型質量分析装置(time-of-flight mass spectrometry：
TOFMS)を用いたメタボローム解析は、電荷をもつ物質の測定に優れているため、本研究の測定
対象であるグルコース関連代謝物のようなイオン性物質の測定に非常に適している(20)。 
本研究では細胞外グルコース濃度、細胞内グルコース濃度、細胞内代謝物濃度、関連遺伝子発
現量の変動から、C2C12 細胞におけるインスリン非存在下の糖代謝に対する EVE の影響につい
て新たな知見を得ることを目的としている。第 1 章では EVE による細胞内代謝の変動を網羅的
に研究するメタボローム解析の実験法を確立した。第 2章では C2C12細胞での EVE 曝露による
細胞内糖代謝変動について一定時間(48h)での検討を、第 3章では 72hまでの経時推移について検
討を行った。 
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Figure 2 mTORシグナル伝達経路 
Figure 1 mTOR複合体の構造 
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第 1章 網羅的メタボローム解析実験系の確立 
 
近年、遺伝子、蛋白質そして代謝物を対象とした網羅的研究手法すなわち“オミックス(omics)”
手法が生命科学分野において広く用いられている。遺伝子発現に着目したゲノミクスや、蛋白質
や代謝物などの生体分子を対象としたプロテオミクス、メタボロミクスなどがある。メタボロミ
クスは細胞内代謝物を大規模に測定し、代謝や細胞の働きを包括的に理解しようとする方法論で
あり(21)、網羅的メタボローム解析は細胞などの内因性の代謝物を網羅的に測定することによっ
て、多数の代謝物の変動を一度に明らかにすることができる画期的な手法である。 
omics 手法により得られたデータは独立したテーマとして扱われることが多く、データの解析
方法や解釈の仕方は統一されていない。そこで最近では transomicsやmultiomicsと呼ばれる手
法も試みられ始めている(22)。これは複数の omics データを組み合わせることで状態変化と変動
要因の両方をより確実な形で示すことが出来るよう試みる方法論である。 
薬学分野において、薬物の作用機序の検討方法としての omics 研究手法はいまだ主流とはいえ
ず、初めから小規模の個別分子を研究対象とする場合が多い。そこで本研究では、培養細胞に EVE
を曝露したときの影響について網羅的メタボローム解析によって検討するための実験手法の確立
を試みた。 
 
1. 方法 
実験内容の詳細については『実験の部』で述べるため、本章では概略について記載した。 
 
1.1. 細胞培養と EVE曝露方法 
1.1.1. 細胞培養 
実験にはヒト腎癌細胞(ACHN)を使用し、医薬基盤・健康・影響研究所 JCRB 細胞バンク
から購入した。培養環境は温度 37℃、二酸化炭素濃度 5％とした。メタボローム実験に用
いる細胞は 1×106/6cmディッシュ、遺伝子発現解析に用いる細胞は 96ウェルプレートを用
いて 1×104/ウェルの細胞数で播種した。播種後、10%FBS/D-MEM(増殖用培地)を用いて 2
日間増殖培養を行った。 
 
1.1.2. EVE曝露実験 
播種から 3日目に曝露を実施した。粉末 EVEをメタノール(MeOH)で溶解し 5mg/mL溶
液を調製した。本溶液と分化用培地を用いて、EVE 濃度が 500ng/mLとなるように調製し
曝露に使用した(EVE 曝露用培地)。コントロール群には MeOHが 0.01 v/v %含まれるよう
に調製した分化用培地を用いた(コントロール用培地)。6cmディッシュには 1ディッシュあ
たり 4mL、96ウェルプレートでは 1 ウェルあたり 100µL を添加した。曝露後は CO2イン
キュベータ内に 48h静置した。Figure 3に実験スケジュールについて示した。 
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対象とするサンプル 採取量 測定内容
細胞 980µL(全量) 細胞内EVE
培地(分化用培地) 100µL 細胞外グルコース
細胞 980µL(全量) 細胞内グルコース
細胞 980µL(全量) 細胞内イオン性代謝物
細胞Lysate 50µL mRNA (cDNA)
1.2. メタボローム実験 
1.2.1. 実験用サンプルの採取、調製方法 
Table 1で示したサンプルについて、曝露前(0h)、48h各時点で採取を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2.  細胞内 EVE取り込み量測定(HPLC-UV法) 
細胞内に取り込まれた EVE量は、Khoschsorur(23)らの方法を改変し HPLC-UV法に
より測定した。 
 
1.2.3.  細胞外および細胞内グルコース濃度測定方法（比色法） 
Glucose Assay Kit (BioVision)を用いて測定した。細胞外グルコース濃度は培地 1mL
当たりのグルコース量(mg/mL)で示した。細胞内グルコース濃度は細胞 106個当たりの
濃度(µg/106 cells)を示した。 
  
Figure 3 実験スケジュール 
Table 1 測定内容及び対象とするサンプル 
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1.2.4.  細胞内イオン性代謝物濃度測定方法（CE-TOFMS法） 
Makinoshita(24)及び Soga(20)らの方法を参考に測定した。測定結果のうち解析に用
いたイオン性代謝物(アニオン性代謝物、カチオン性代謝物)を Table 2に示した。 
 
Table 2 測定したイオン性代謝物 
 
代謝物分類                       代謝物 
 
アニオン性代謝物 
解糖系           glucose 6-phosphate 
fructose 6-phosphate 
fructose 1,6-diphosphate 
dihydroxyacetone phosphate 
3-phosphoglyceric acid 
phosphoenol pyruvate 
pyruvate 
lactate 
 
クエン酸回路(TCA 回路)     acetyl-CoA 
fumarate 
succinate 
malate 
citrate 
isocitrate 
α-ketoglutarate 
 
ペントースリン酸経路(PPP) 6-phosphogluconate 
ribulose 5-phosphate 
ribose 5-phosphate 
 
 
カチオン性代謝物 
アミノ酸   alanine 
arginine 
asparagine 
aspartic acid 
cysteine 
glutamine 
glutamic acid 
glycine 
histidine 
isoleucine 
leucine 
lysine 
methionine 
phenylalanine 
proline 
serine 
threonine 
tryptophan 
tyrosine 
valine 
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1.3. 遺伝子発現解析 
逆転写及び cDNA採取を経たのちRealtime-PCR法を行った。TaqMan®Gene Expression 
Cells-to-CTTMKit 推奨手順に準じ、逆転写は 50µL の反応系、Realtime-PCR 法は 20µL の
反応系を用いた。解析に用いた TaqMan®プローブを Table3に示した。 
 
Table 3 使用した TaqMan® プローブ 
 
Gene Name (Assay ID) 
 
ACO1(Hs00158095_m1) AKT1(Hs00178289_m1) AKT2(Hs01086102_m1) 
AKT3(Hs00987350_m1 ) ALDOA(Hs00605108_g1) CS(Hs02574374_s1) 
DLST(Hs00757563_s1) ENO1(Hs00361415_m1) FH(Hs00264683_m1) 
G6PD(Hs00166169_m1) GAPDH(Hs02758991_g1) GPI(Hs00976711_m1) 
HIF1A(Hs00153153_m1) HK1(Hs00175976_m1) IDH1(Hs01855675_s1) 
LDHA(Hs00855332_g1) MDH1(Hs00936497_g1) MTOR(Hs00234508_m1) 
MYC(Hs00153408_m1) OGDH(Hs01081865_m1) PCK1(Hs01572978_g1) 
PC(Hs00559398_m1) PDHA1(Hs01049345_g1) PFKL(Hs00160027_m1) 
PGD(Hs00427230_m1) PGK1(Hs00943178_g1) PGLS(Hs00359986_m1) 
PKM(Hs00761782_s1) PRKAA1(Hs01562315_m1) PRKAA2(Hs00178903_m1) 
PRKAB1(Hs00272166_m1) PRKAB2(Hs00271294_m1) PRKAG1(Hs00176952_m1) 
PRKAG2(Hs00211903_m1) PRKAG3(Hs00179660_m1) RPIA(Hs01107136_m1) 
SDHA(Hs00188166_m1) SLC2A1(Hs00892681_m1) SLC2A4(Hs00168966_m1) 
SUCLG2(Hs00896917_g1) TALDO1(Hs00997203_m1) TKT(Hs01115545_m1) 
TPI1P2(Hs00765522_s1)   
 
Reference gene: ACTB (Hs99999903_m1) 
 
 
 
1.4. 統計解析手法 
代謝物濃度はCE-TOFMS法により得られたエリア値を内部標準物質で除した相対的濃度
を用いた。また、グラフ作成時はコントロール群の測定結果の平均値で EVE曝露サンプルの
測定結果を標準化した。また、遺伝子発現量は⊿⊿Ct法によって求め、グラフ作成時はコン
トロール群の測定結果の平均値で EVE曝露サンプルの測定結果を標準化した。有意差検定を
行った測定項目はいずれもEVE曝露群及び非曝露群の二群比較のため Student’s T-testを用
い評価した。 
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2. 結果 
 
2.1.  メタボローム実験 
 
2.1.1.  細胞内への EVE取り込み量測定 
設定した測定条件において EVEは約 10.5 min、内部標準物質であるアスコマイシン(ASC)は
約 7.5min で検出され、両物質のピークは十分に分離された。また、調製した検量線サンプルは
直線性を示した。作製した検量線は回収した細胞液中の EVE濃度を示しており、細胞内への EVE
取り込み量の結果を示す際は細胞 100万個当たりの濃度に換算した(ng/106 cells)。 
EVE曝露用培地(EVEを 500ng/mL含有)添加後 48h培養した条件において、細胞内への EVE
取り込み量は 1.26 ± 0.07 ng/106 cellsであった。 
 
2.1.2.  細胞外及び細胞内グルコース濃度の測定 
Glucose Assay Kitの推奨手順に準じ検量線を作製し、検量線は線形性を示した。細胞外グルコ
ース濃度は 48hの培養後、コントロール群、EVE曝露群ともに元の濃度から減少し、コントロー
ル群は 1.93 ± 0.14 mg/mL、EVE曝露群は 3.05 ± 0.13 mg/mLであった。48h後の細胞外グルコ
ース濃度はコントロール群と比較して EVE曝露群で有意に高値を示した(p=0.001)。 
細胞内グルコース濃度測定用検量線サンプルは既知濃度のグルコース標準液を調製した後、
CE-TOFMS測定用サンプルと同様の手順により調製した。調製した検量線サンプルは線形性を
示した。検量線から得られた濃度は回収した細胞液中のグルコース濃度を示しており、結果を示
す際は細胞 100万個当たりの濃度に換算した(µg/106 cells)。 
細胞内グルコース濃度は 48hの培養後、コントロール群、EVE曝露群ともに元の濃度(0.81±
0.02 µg/106cells)から減少し、コントロール群は 0.35±0.01 µg/106cells、EVE曝露群は 0.38±0.00 
µg/106cellsであった。48h後の細胞内グルコース濃度はコントロール群と比較して高値であった
ものの、その差はごくわずかであった (p=0.029)。 
 
2.1.3.  グルコース関連代謝物濃度及び TCA回路関連アミノ酸濃度の測定 
グルコース関連代謝物及び TCA関連アミノ酸の濃度測定には CE-TOFMS法を用い、得られた
代謝物のピークは解析ソフトMaster Handsを用いて代謝物データベース Keio STDと照合させ
各代謝物の同定を行った。同定した代謝物ピークは、そのピークエリア値を内標準物質(Internal 
solution-1)のピークエリア値とサンプルの細胞数で標準化し、相対的濃度として解析に用いた。
また結果を示す際は各代謝物の曝露後 48h 時点におけるコントロール群の濃度で EVE 曝露群の
濃度を標準化した。48h時点でのグルコース関連代謝物濃度の増減変動と、TCA回路関連アミノ
酸の増減変動をそれぞれ Figureに示すことができた。 
グルコース関連代謝物としては Table2で挙げたグルコースの主要な代謝経路である解糖系、ク
エン酸回路(TCA 回路)、ペントースリン酸経路(PPP)の 3 経路の代謝物に対して検討を行った。
解糖系代謝物において、曝露から 48h 後 glucose 6-phosphate (G6P)、fructose 6-phosphate (F6P)、
fructose 1,6-bisphosphate (F1,6P)、dihydroxyacetone phosphate (DHAP)、3-phosohoglycenate (3-PG)、
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pyruvate、lactateはコントロールと比較して EVE 曝露によりも低値を示した。TCA回路関連代謝
物では acetyl-CoA, citrate, isocitrate, fumarate, malate が、PPP代謝物では 6-phosphogluconate が曝露
から 48h後コントロール群よりも EVE曝露群で統計的有意に低値を示した。 
TCA回路関連アミノ酸は EVE曝露による変動が曝露後 48h時点で見られた。EVE 曝露により
コントロールよりも低値を示したアミノ酸は alanine(Ala)、 glycine(Gly)、 phenylalanine(Phe)、 
proline(Pro)、 threonine(Thr)、 tyrosine(Tyr)であった。また、以下に示すアミノ酸は EVE 曝露群
がコントロール群よりも高値を示した; arginine(Arg)、 asparagine(Asn)、  aspartic acid(Asp)、 
glutamic acid(Glu)、 glutamine(Gln)、 methionine(Met)、 serine(Ser)。 
これらの結果から、EVEは曝露後 48h時点における細胞内グルコース濃度の高値維持を引き起
こし、グルコース関連代謝物および TCA回路関連アミノ酸の濃度に変動を来すことが示された。 
 
2.2.  遺伝子発現解析 
TaqMan®Gene Expression Cells-to-CTTMKit の推奨手順に準じてサンプルの調製と測定を行
った。測定した遺伝子は内在性遺伝子 ACTBの発現量と各遺伝子のコントロール群における遺伝
子発現量を用いた⊿⊿Ct法により解析を行った。結果では曝露から48h後にコントロールとEVE
曝露とで統計的に有意な差が見られたものを中心に記述した。 
 
2.2.1.  各遺伝子の発現に対する EVEの影響 
グルコーストランスポーター(GLUT)および mTOR シグナル関連遺伝子の発現は EVE 曝露の
影響により曝露後 48hにおいて有意な差は示さなかった。 
糖代謝関連遺伝子のうち解糖系代謝酵素は EVE 曝露後 48h においてコントロールと比較して
有意な発現量の差は見られなかった。TCA回路関連酵素についてはイソクエン酸をαケトグルタ
ル酸に変換するイソクエン酸デヒドロゲナーゼ-1 (IDH1, IDH1)の遺伝子発現が 48hの曝露後コ
ントロール群と比較して EVE 曝露群で低下を示した。PPP では 6-ホスホグルコンラクトナ
ーゼ (PGLS, PGLS)の遺伝子発現が曝露から48h後EVEによってコントロールと比較して低値
を示すことが示された。 
これらの結果から、EVEは曝露後 48h時点において、細胞内糖代謝関連酵素の一部遺伝子発現
に影響することが示された。 
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3. 考察 
 
本章では、培養細胞に EVE を曝露したときの影響について網羅的メタボローム解析によって検
討するための実験手法の確立を試みた。 
細胞数は CE-TOFMS法による測定で各代謝物が十分に検出出来るよう設定し、EVE 曝露量及
び曝露時間は細胞内に取り込まれた EVEが確実に検出できるよう 500ng/mL、48hとした。 
グルコースや細胞内代謝物は親水性であり EVEは疎水性が強いため、メタボローム実験用サン
プルの前処理で行った液液抽出により水層(MeOH/MilliQ層)を細胞内グルコース及び代謝物測定
に、油層(クロロホルム層)を細胞内への EVE取り込み量測定に利用することが出来た。また細胞
外グルコース濃度の測定には培養培地を用いたため、本実験手法では遺伝子発現解析を除く全て
の実験データが同じディッシュ内から得ることが出来た。また調製された各サンプル量は測定を
行う上で十分量であった。 
本研究では腎癌細胞ACHNにおけるEVE曝露時の細胞内糖代謝変動の検討に対しメタボロー
ム解析を用いた。細胞内グルコース関連代謝物の変動に焦点を当てた検討とともに、細胞外、細
胞内のグルコース濃度及び遺伝子発現量の測定も行い、それらの結果から総合的な考察を試みた。 
細胞外グルコース濃度は 48hの培養後コントロール群、EVE曝露群ともに低下した。また、
48h時点において、細胞外グルコース濃度はコントロール群と比較して EVE曝露群においてより
高値となった。mTORは GLUTs の発現に関与していることが知られている(25,26)。EVE曝露
によりGLUT遺伝子の発現低下が見られればトランスポーターの発現低下に起因するグルコース
の細胞内への取り込み低下により EVE曝露群の細胞外グルコース濃度がコントロール群と比較
して高くなったと考えやすい。しかし、本実験において GLUT1遺伝子(SLC2A1)はコントロール
と EVE曝露との間に発現の差は見られず、GLUT4遺伝子(SLC2A4)は ACHN細胞で発現が見ら
れなかった。一方で、細胞内グルコース濃度はコントロール群と EVE曝露群でほぼ差が見られな
かった。EVE曝露によりグルコースの取り込み低下が生じているにも関わらず細胞内グルコース
濃度は低くならなかったことから、トランスポーターの発現変動以外の要因によって細胞外グル
コース濃度に違いが出た可能性が考えられた。 
細胞内でのグルコース消費の状態を関連する糖代謝物及び糖代謝関連遺伝子の変動から検討し
た。解糖系ではグルコース関連代謝物の多くが EVE曝露によりコントロールと比較して低下を示
した。一方で、解糖系関連遺伝子の発現は EVE曝露による影響を示さなかった。従って解糖系代
謝物濃度の低下は解糖系以外の影響を受けている可能性が示された。TCA回路においては関連す
る代謝物の多くが EVE曝露によりコントロールと比較して低値を示し、TCA回路関連遺伝子の
発現は IDH1のみ低下を示した。TCA回路関連アミノ酸では、EVEの曝露により低値を示した
ものと高値を示したものがあった。腎癌細胞はその性質として糖新生関連酵素や TCA回路関連酵
素の発現低下を起こしているため(27)、Warburg効果のほかアミノ酸代謝をはじめとする代謝リ
プログラミングにより生存のため旺盛な細胞増殖とアポトーシスの回避を保っている。特に、グ
ルタミン代謝に関連する IDH1遺伝子の発現低下、Glu,Glnの濃度高値を示したことから、グル
タミン代謝あるいはグルタミノリシス反応が低下している可能性が示された。アミノ酸代謝や合
成系に関する酵素発現や酵素活性は見ていないので詳細は不明だが、今後詳細な検討を実施する
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際着目すべき代謝経路であると考えられる。PPPでは EVE 曝露により 6-Phosphogluconateが
コントロールと比較して有意な低値を示し、遺伝子発現は PGLSの発現が上昇を示した。腎癌細
胞を始めとする癌細胞では癌化過程およびその生存・増殖のために PPPが亢進していることが知
られている(27, 40)。従って EVE曝露に対し ACHNでは PPP代謝を優先させたため PGLS遺伝
子の発現が上昇した可能性が考えられた。本結果からは明確な考察は出来ないが、PPPへの影響
を示唆する結果を示した事から今後詳細な検討を実施する際着目すべき代謝経路であると考えら
れる。 
本研究で示したように、メタボローム解析は個別の代謝物の変動を示すだけでなく代謝経路全
体に関連する代謝物を全て同時に解析することが出来る。本章により、EVEの細胞内糖代謝に対
する影響を調べるための種々の実験条件・測定条件(細胞数、EVE曝露濃度、EVE曝露時間、サ
ンプル量、サンプル調製法、EVE定量法、グルコース定量法、細胞内代謝物測定法、遺伝子発現
測定法、メタボロームデータ解析法、代謝パスウェイ解析法など)を確立することが出来た。 
 
 
 
 
4. 小括 
 
本研究により、各代謝物の変動を代謝経路全体の変化としてダイナミックにとらえるための実
験条件を確立出来た。また、代謝物量の変動に加えて酵素などの遺伝子発現と組み合わせること
で、より詳細な考察が可能となることを見出した。網羅的メタボローム解析は、薬物曝露後に細
胞内で生じる代謝変動を総合的に示すことができ、注視すべき現象やターゲット経路の明確化に
有用な実験手法であることを示した。 
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第 2章 EVEの細胞内糖代謝への影響の検討 
 
本章では第 1 章で確立した各実験条件を用いて、筋肉細胞に一定時間(48h)EVE を曝露した際
に起こる細胞内糖代謝変動をメタボローム解析によって示すことを目的として実験を行った。ま
た、メタボローム解析の結果を元に、糖代謝経路関連酵素及びmTOR シグナル関連蛋白質遺伝子
の発現変動を確認した。メタボローム解析および遺伝子発現解析の結果から、EVE曝露による代
謝物変動に関連が深いと考えられる蛋白質に対して蛋白質発現解析及び代謝酵素活性測定を実施
した。 
 
1. 方法 
実験内容の詳細については『実験の部』で述べるため、本章では概略について記載した。 
 
1.1. 細胞培養と EVE曝露方法 
 
1.1.1. 細胞培養 
実験にはマウス骨格筋筋芽細胞(C2C12)を使用し、理化学研究所バイオリソースセンター
細胞材料開発室(RBC)から購入した。培養環境は温度 37℃、二酸化炭素濃度 5％とした。
メタボローム実験、蛋白質発現解析に用いる細胞は 1×105/6cm ディッシュ、遺伝子発現解
析、酵素活性測定に用いる細胞は 96ウェルプレートを用いて 5×102/ウェルの細胞数で播種
した。播種後、10%FBS/D-MEM(増殖用培地)を用いて 2日間増殖培養を行った。ディッシ
ュあるいはウェルの 80-90%の細胞密度となっていることを確認し、培地を
2%FBS/D-MEM(分化用培地)と交換し分化培養を開始した。24hおきに分化培地を交換し、
播種から 8日目に分化を確認した。 
 
1.1.2. EVE曝露実験 
C2C12 筋芽細胞を筋管細胞へ分化させ、分化を視覚的に確認し曝露を実施した。粉末
EVEをメタノール(MeOH)で溶解し 5mg/mL溶液を調製した。本溶液と分化用培地を用い
て、EVE濃度が 500ng/mL となるように調製し曝露に使用した(EVE曝露用培地)。コント
ロール群には MeOHが 0.01 v/v %含まれるように調製した分化用培地を用いた(コントロ
ール用培地)。6cm ディッシュには 1 ディッシュあたり 4mL、96 ウェルプレートでは 1 ウ
ェルあたり 100µLを添加した。曝露後、CO2インキュベータ内に 48h静置した。Figure 4
に実験スケジュールについて示した。 
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対象とするサンプル 採取量 測定内容
細胞 980µL(全量) 細胞内EVE
培地(分化用培地) 100µL 細胞外グルコース
細胞 980µL(全量) 細胞内グルコース
細胞 980µL(全量) 細胞内イオン性代謝物
細胞Lysate 50µL mRNA (cDNA)
細胞Lysate 500µL 蛋白質
細胞Lysate 200µL 酵素活性
1.2. メタボローム実験 
 
1.2.1. 実験用サンプルの採取、調製方法 
Table 4で示したサンプルについて、曝露前(0h)、48h各時点で採取を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2.  細胞内 EVE取り込み量測定(HPLC-UV法) 
細胞内に取り込まれた EVE量は、第 1章 1.2.2.と同様に測定した。 
 
1.2.3.  細胞外および細胞内グルコース濃度測定方法（比色法） 
Glucose Assay Kit (BioVision)を用い、第 1章 1.2.3.と同様に測定した。 
 
1.2.4.  細胞内イオン性代謝物濃度測定方法（CE-TOFMS法） 
測定は第 1 章 1.2.4.と同様に行った。測定結果のうち解析に用いたイオン性代謝物(ア
ニオン性代謝物、カチオン性代謝物)は第 1章 Table2に示した。 
 
  
Figure 4 実験スケジュール 
Table 4 測定内容及び対象とするサンプル 
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1.3. 遺伝子発現解析 
 
逆転写及び cDNA 採取を経たのち Realtime-PCR 法を行った。TaqMan®Gene 
Expression Cells-to-CTTMKit 推奨手順に準じ、逆転写は 50µL の反応系、Realtime-PCR
法は 20µLの反応系を用いた。解析に用いた TaqMan®プローブを Table5に示した。 
 
Table 5 使用した TaqMan® プローブ 
 
Gene Name (Assay ID) 
 
Aco1(Mm00801417_m1) Akt1(Mm01331626_m1)
Akt2(Mm02026778_g1) Akt3(Mm00442194_m1)
Aldoa(Mm00833172_g1) Cs(Mm00466043_m1)
Dlst(Mm00513470_m1) Eno1(Mm01619597_g1) 
 Fh1(Mm01321349_m1) G6pdx(Mm00656735_g1)
Gapdh(Mm99999915_g1) Gpi1(Mm01962484_u1)
Hif1(Mm00468869_m1) Hk1(Mm00439344_m1)
Idh1(Mm00516030_m1)  Ldha(Mm01612132_g1)
Mdh1(Mm00485106_m1) Mtor(Mm00444968_m2) 
Myc(Mm00487804_m1) Ogdh(Mm00803119_m1)
Pck1(Mm01247058_m1)  Pcx(Mm00500992_m1)
Pdha1(Mm00468675_m1) Pfkm(Mm01309576_m1) 
Pgd(Mm00503037_m1)  Pgk1(Mm00435617_m1)
Pgls(Mm00452598_m1)  Pkm(Mm00834102_g1)
Prkaa1(Mm01296700_m1) Prkaa2(Mm01264789_m1) 
Prkab1(Mm01201921_m1) Prkab2(Mm01257133_m1)
Prkag1(Mm00450298_g1) Prkag2(Mm00513977_m1)
Prkag3(Mm00463997_m1) Rpia(Mm00485790_m1) 
Sdha(Mm01352363_m1) Slc2a1(Mm00441480_m1)
Slc2a4(Mm01245502_m1) Suclg2(Mm01182162_g1)
Taldo1(Mm00807080_g1) Tkt(Mm00447559_m1) 
Tpi1(Mm00833691_g1)   
 
Reference gene: Actb (Mm00607939_s1) 
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1.4. 蛋白質発現解析 
 
遺伝子発現解析の結果から、メタボローム実験で確認された代謝物の変動との関連が考
えられた 8種類の蛋白質の発現変動を、Western Blot法により検討を行った。電気泳動及
びメンブレンへの転写を経たのちWestern Blot法を行った。1000倍あるいは 2000倍希釈
した１次抗体、10000倍希釈したHRP標識 2次抗体に浸し ECL prime (GE Healthcare)
を用いて検出した。解析に用いた抗体試薬を Table6に示した。 
 
Table 6 使用した抗体試薬 
 
Antibody Name (Lot No; Reagent manufacturer) 
 
・Polyclonal anti- glucose transporter 1 (GLUT1) antibody (07-1401; Merck Millipore) 
・Hexokinase (HK)-1 (C35C4) Rabbit mAb (#2024; Cell Signaling Technology) 
・Pyruvate Kinase (PK) M1/2 (C103A3) Rabbit mAb (#3190; Cell Signaling Technology) 
・PKM2 (D78A4) XP® Rabbit mAb (#4053; Cell Signaling Technology) 
・Lactate dehydrogenase (LDH) A antibody (#2012; Cell Signaling Technology) 
・Mouse phosphorfructokinase/ PFKM antibody (MAB7687; R&D systems) 
・Anti-phosphogluconate dehydrogenase (PGD) antibody [EPR6565] (ab129199; Abcam) 
・Transaldolase (TALDO) (H-4) mouse monoclonal IgG (sc-166230; Santa Cruz) 
 
Reference protein: Monoclonal anti--tubulin primary antibody (T6557; Sigma-Aldrich) 
 
 
 
 
1.5. 酵素活性測定 
 
遺伝子発現解析の結果から、メタボローム実験で確認された代謝物の変動との関連が考
えられた糖代謝酵素のうち、5種類の律速酵素について酵素活性測定を実施した。各酵素活
性測定 Kitの推奨手順に準じ、各酵素活性を比色法により測定した。活性測定値は細胞溶解
液 1mL当たりの活性単位(milliunit / mL)で算出した。測定に用いた Kitを Table7に示し
た。 
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Table 7 使用した酵素活性測定 Kit
 
Kit Name (Reagent manufacturer) 
 
・Hexokinase Colorimetric Assay Kit (SIGMA) 
・Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (SIGMA) 
・Phosphofructokinase(PFK) Activity Colorimetric Assay Kit (SIGMA) 
・Pyruvate Kinase Activity Assay Kit (SIGMA) 
・6-Phosphogluconate Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision) 
 
 
 
1.6. 統計解析 
 
代謝物濃度は CE-TOFMS法により得られたエリア値を内部標準物質で除した相対的濃度
を用いた。また、グラフ作成時はコントロール群の測定結果の平均値で EVE曝露サンプルの
測定結果を標準化した。また、遺伝子発現量は⊿⊿Ct法によって求め、グラフ作成時はコン
トロール群の測定結果の平均値で EVE曝露サンプルの測定結果を標準化した。蛋白質発現量
は強度測定により数値化し、グラフ作成時はコントロール群の測定結果の平均値で EVE曝露
サンプルの測定結果を標準化した。酵素活性測定結果は算出された測定値を用い、コントロ
ール群の測定結果の平均値で EVE曝露サンプルの測定結果を標準化してグラフを作成した。
有意差検定を行った測定項目はいずれも EVE曝露群及びコントロール群の二群比較のため
Student’s T-testを用い評価した。また、曝露後 48h時点での EVE曝露群とコントロール群
の代謝物濃度差あるいは遺伝子発現量差について 95%信頼区間(95%CI)を求めた。求めた
95%CIは両群の差の区間推定値であり、95%CIが 0未満であれば EVE曝露群はコントロー
ルと比較して低値であり、0よりも大きければ EVE曝露群はコントロールと比較して高値で
あることを意味する。また 95%CIが 0を跨ぐ場合は両群に差が無いことを示す。 
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2. 結果 
 
2.1.  メタボローム実験 
 
2.1.1.  細胞内への EVE取り込み量と細胞外グルコース濃度変動 
EVE曝露用培地(EVEを 500ng/mL含有)添加後 48h培養した条件において、細胞内への EVE
取り込み量は 5.87±0.06 ng/106 cellsであった。 
細胞外グルコース濃度は 48hの培養後、コントロール群、EVE曝露群ともに元の濃度から減少
し、コントロール群は 0.62±0.05mg/mL、EVE曝露群は 1.37±0.06mg/mLであった。48h後の
細胞外グルコース濃度はコントロール群と比較して EVE 曝露群は有意に高値を示した(p=0.000)。 
 
2.1.2.  細胞内グルコース濃度、グルコース関連代謝物濃度及び TCA回路関連アミノ酸濃度の変
動 
48h時点での細胞内グルコース濃度の変動とグルコース関連代謝物濃度、TCA回路関連アミノ
酸の増減変動について検討を行った。本結果では曝露から 48h後にコントロールと EVE曝露と
で統計的に有意な差が見られたものを中心に記述した。 
細胞内グルコース濃度は 48hの培養後、コントロール群、EVE曝露群ともに元の濃度(0.11±
0.01 µg/106cells)から減少し、コントロール群は 0.02±0.00 µg/106cells、EVE曝露群は 0.04±0.01 
µg/106cellsであった。48h後の細胞内グルコース濃度はコントロール群と比較して高値となり、
その差は統計学的に有意であった (p=0.042)。 
グルコース関連代謝物としては Table2で挙げたグルコースの主要な代謝経路である解糖系、ク
エン酸回路(TCA回路)、ペントースリン酸経路(PPP)の 3経路の代謝物に対して検討を行った。 
解糖系代謝物において、曝露から 48h後 F1,6P、 DHAP、phosphoenolpyruvate (PEP)、lactate
はコントロールと比較して EVE曝露によりも低値を示し、F6P 、pyruvateは高値を示した。TCA
回路関連代謝物には特に大きな変化は見られず、EVE曝露によりCitrateがわずかに高値、Malate
がわずかに低値を示した。PPP代謝物は、6-phosphogluconate、Ribulose 5-phosphate (R5P)、
Ribose 5-Phosphate (Ru5P)のいずれも曝露から 48h後コントロール群よりもEVE曝露群で低値
を示した。 
TCA回路関連アミノ酸は EVE曝露による変動が曝露後 48h時点で見られた。EVE 曝露により
コントロールよりも低値を示したアミノ酸は Glyと Proであった。また、以下に示すアミノ酸は
EVE曝露群がコントロール群よりも高値を示した; Ser、Ala、Asp、Thr、tryptophan (Trp)、leucine 
(Leu)、Glu、Gln、histidine (His)、Met。 
これらの結果から、EVEは曝露後 48h時点における細胞内グルコース濃度の高値維持を引き起
こし、グルコース関連代謝物および TCA回路関連アミノ酸の濃度に変動を来すことが示された。 
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2.2.  遺伝子発現解析 
本実験で測定した遺伝子の結果について、曝露から 48h 後にコントロールと EVE 曝露とで統
計的に有意な差が見られたものを中心に記述した。 
 
2.2.1.  糖代謝関連遺伝子の発現に対する EVEの影響 
グルコーストランスポーター(GLUT)-1(Slc2a1)の mRNA 発現量は 48h の曝露後コントロール
と比較して EVE曝露群において低値を示した。一方、GLUT4(Slc2a4)の発現は EVE 曝露の影響
により曝露後 48hにおいてコントロールよりも低値を示す傾向を示したが統計的に有意な差は示
さなかった。 
解糖系代謝酵素は、ヘキソキナーゼ-1(HK-1:Hk1)、ホスホフルクトキナーゼ(PFKM:Pfkm)、
ピルビン酸キナーゼ-2(PKM2:Pkm)、乳酸デヒドロゲナーゼ(LDHA:Ldha)の律速酵素及びアルド
ラーゼ(ALDOA:Aldoa)、トリオ―スリン酸イソメラーゼ-1(TPI1P2:Tpi1)、グリセルアルデヒド 3
リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH:Gapdh)、ホスホグリセリンキナーゼ-1(PGK1:Pgk1)、エノラ
ーゼ-1(ENO1:Eno1)の遺伝子発現は曝露後 48h 時点においてコントロール群と比較して EVE 曝
露群で低値を示した。 
TCA回路関連酵素については、アセチル補酵素 A(Ac-CoA)からクエン酸への変換を担うクエン
酸シンターゼ(CS:Cs)および TCA 回路内の酵素である a-ケトグルタル酸デヒドロゲナーゼ
(OGDH:Ogdh)、フマル酸ヒドラターゼ(FH:Fh)の遺伝子発現が 48hの曝露後コントロール群と比
較して EVE曝露群で低下を示した。 
PPP では 6-ホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼ (PGD:Pgd)、トランスアルドラーゼ
-1(TALDO1:Taldo1)の遺伝子発現が曝露から 48h 後 EVE によってコントロールと比較して低値
を示すことが示された。 
これらの結果から、EVEは曝露後 48h時点における細胞内糖代謝関連酵素の遺伝子発現に対し
て影響を示すことが示された。 
 
2.2.2.  mTORシグナル関連遺伝子の発現に対する EVEの影響 
mTOR複合体に含まれるmTOR(Mtor)自体のmRNA発現量は曝露後 48hの培養を経てもコン
トロール群と EVE 群の間に差は無かったが、mTOR 複合体の下流に位置し転写因子として機能
する低酸素誘導因子-1α(HIF1:Hif1a)、及び転写因子 c-Myc(Myc)の遺伝子発現量は EVE 曝露
により低値となった。また、mTOR シグナルで mTORC1 蛋白質の上流に位置する AKT 蛋白質
のうち AKT1(Akt1)、AKT2(Akt2)の遺伝子発現量が曝露後 48h 時点においてコントロール群と
比較して EVE曝露群で有意な低値を示した。また、グルコースの細胞内取り込み、代謝を正に制
御している AMP 活性化プロテインキナーゼ(AMPK)蛋白質を構成するサブユニットのうち
AMPK1(Prkaa1)、1(Prkag1)、3(Prkag3)の遺伝子発現量が 48hの培養後 EVE曝露の影響に
より顕著に低下した。 
これらの結果から、EVEは曝露後 48h時点におけるmTORシグナル関連蛋白質の遺伝子発現
に対して影響を示すことが示された。また、EVE は mTOR シグナルの下流だけでなく上流に位
置する蛋白質遺伝子の発現にも影響を示した。  
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2.3.  蛋白質発現解析 
 
2.3.1.  蛋白質発現に対する EVEの影響 
遺伝子発現解析の結果をもとに、EVE曝露により顕著に遺伝子発現の低下を示したトランスポ
ーター(GLUT1)及び糖代謝関連酵素(HK1, PFKM, PKM (1/2, 2), LDHA, PGD, TALDO1)に対し
蛋白質発現解析を実施した。いずれの測定結果においても EVE曝露によりコントロールよりも蛋
白質発現量が減少する傾向を示したが、統計的に有意な差は示さなかった。 
 
2.4.  酵素活性測定 
 
2.4.1.  酵素活性に対する EVEの影響 
遺伝子発現解析の結果をもとに、EVE曝露により顕著に遺伝子発現の低下を示した糖代謝関連
酵素(HK, PFK, PK, LDH, PGD)に対し酵素活性を測定した。各酵素活性は EVE曝露によりコン
トロールよりも低下し、その差は統計的に有意であった。 
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3. 考察 
 
本実験において、48hの培養により EVE曝露の有無にかかわらず細胞外グルコースの低下が確
認された。また 48h 時点における EVE 曝露群の細胞外グルコース濃度がコントロールと比較し
て高値となっていたことから、末梢糖消費組織である筋肉での細胞外グルコースの細胞内への取
り込みが EVE 曝露により低下したことが示された。遺伝子発現解析結果において、曝露後 48h
時点における GLUT1 の遺伝子発現量が EVE 曝露により低値を示す結果が得られた。mTOR は
GLUTs の発現上昇に関与していることが知られており(25,26)、細胞外グルコースの取り込み低
下は、EVE の mTORC1 阻害作用による GLUT1 発現低下が要因として考えられた。実際に、
GLUT1蛋白質量の変動を測定すると、統計的に有意ではないが EVE曝露により発現量が低下し
ていた。一方で、EVE曝露群では細胞内グルコース濃度がコントロールと比較して高値に維持さ
れていた。EVE 曝露により細胞外、細胞内両方のグルコース濃度が共に高値を示したことから、
GLUT1 発現低下によるグルコース取り込み低下だけでなく、細胞内でのグルコース消費の低下
に関連する要因の存在が考えられた。 
解糖系代謝物において、F6P と Pyruvateは曝露後 48h 時点においてコントロールと比較して
EVE 曝露により高値を示した。F6P は律速酵素 PFKM により F1,6P に変換される。EVE 曝露
により F6P が高値を示したとき、F1,6P は低値を示した。また、F1,6P 生合成反応に寄与する
PFKMのmRNA(Pfkm)発現も EVE曝露群において低値を示した。従って、EVE曝露による F6P
と F1,6P の変動に対し Pfkm の発現の低下が影響を及ぼしている可能性が示された。PFKM の
蛋白質発現解析では EVE曝露により発現量がわずかに減少する傾向が示された。また酵素活性測
定では、EVE曝露により PFKの活性が統計学的に有意に低下することが示された。本結果から、
EVE によって PFKM の発現および活性が低下する事により細胞内グルコース代謝が一部停滞し
た可能性が考えられた。Pyruvate もまた F6P 同様に曝露後 48h 時点において EVE 曝露群で高
値を示し、その代謝物の一つである Lactateが低値を示した。Pyruvateから Lactateの不可逆的
な産生反応に関与する代謝酵素 LDHAのmRNA(Ldha)の発現はEVEにより低下しており、EVE
曝露による Pyruvate と Lactate の変動に Ldha が関与している可能性が示された。LDHA は蛋
白質発現解析において、EVE 曝露によりその発現量がわずかに減少する傾向が示され、酵素活性
測定では EVE 曝露によりその活性が統計学的に有意に低下することが示された。従って、EVE
によって LDHA の発現および活性が低下する事により解糖系最終産物である Pyruvate から
Lactate への変換が滞り Pyruvate が高値に維持されたことが考えられた。PFKM、LDHA は
mTORC1 阻害により遺伝子の発現が低下することが既に報告されており、既報告のものと同じ結
果を支持した(19)。 本検討結果は既報告の内容と矛盾せず、蛋白質発現解析および酵素活性測定
により EVE 曝露による解糖系反応の低下を示唆するものとなった。 
解糖系で産生されたPyruvateはLactateへの変換だけでなく、Ac-CoAの生合成を経てCitrate
へと変換され TCA 回路における代謝反応に利用される。本実験において、Ac-CoA から Citrate
を生合成する反応に寄与する酵素 CS(Cs)の遺伝子発現が低下していた。この結果から、解糖系代
謝の最終産物である Pyruvate が蓄積した要因として、Lactateの変換低下に加え TCA 回路への
流入低下も考えられた。しかし、Cs により産生される Citrateは EVE曝露後 48h 時点において
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高値を示していることから本考察には慎重な議論が必要である。 
PPPで測定したグルコース関連代謝物は、いずれも EVE曝露により低値を示した。G6Pから
Ru5P への変換は不可逆反応であり、代謝酵素である G6PD、 PGLS そして PGD により制御さ
れている。 本研究において、PPP関連酵素遺伝子のうち Pgdと Taldo1 の発現低下が EVE曝露
により引き起こされた。先行研究によると、Pgdと Taldo1 を始めとする PPP関連酵素遺伝子の
多くは mTORC1 の活性化による発現誘導を受けており、RAP によって mTORC1 の活性を阻害
すると発現が低下することが知られている(19)。PGDの酵素活性測定を行った結果、EVE曝露に
よりコントロールと比較して活性が減弱することが示された。本実験により、EVE による
mTORC1阻害によりPPP関連酵素遺伝子の発現低下を伴うグルコース代謝反応の低下がPPPに
おいて生じた可能性が示された。 
以上により 解糖系、TCA 回路、PPP におけるグルコース関連代謝物、遺伝子発現、蛋白質発
現、及び酵素活性の結果から、グルコース代謝に関わる主要な反応系、特に解糖系と PPPにおけ
る代謝能が低下したことにより細胞内グルコース消費の低下が生じたことが考えられた。 
本検討ではメタボローム実験、遺伝子発現解析、蛋白質発現解析、酵素活性測定を全て同じ曝
露時間で観測したにもかかわらず、その結果の傾向は一致しなかった。遺伝子発現解析結果で
EVE曝露により顕著な発現低下が見られたものが蛋白質発現では統計的有意な変動として捉え
られなかったのは、転写から翻訳への時間差が考えられる。一方、蛋白質発現での変動はわずか
だったにもかかわらず酵素活性測定では顕著な活性低下を示した。この傾向の不一致の原因は現
時点では不明であるが、EVE によるmTORC1阻害のみではなく、複雑に絡み合っている糖代謝
経路に対する EVEの直接あるいは間接的な影響が原因の一つとして考えられる。また別の原因と
して EVEの曝露時間が挙げられる。EVEの曝露時間は、メタボローム実験と遺伝子発現解析で
条件検討し 48hに設定したが、設定した曝露時間が各実験の全ての測定対象の変動を観測するに
あたり最適な条件であったかどうかの検討は行っていない。メタボローム実験、遺伝子発現解析、
蛋白質発現解析、酵素活性測定それぞれにおける EVE曝露後の経時的変化の検討を今後の課題と
したい。 
解糖系最終産物である Pyruvateから TCA回路への代謝物流入低下の可能性について前述した
が、TCA 回路の代謝物濃度及び酵素遺伝子発現にはそれを裏付けるような EVE 曝露による顕著
な変動が見られていない。これは、解糖系代謝は EVEの影響を受け減弱したにもかかわらずその
下流に位置する TCA 回路のグルコース関連代謝物および遺伝子発現にはほとんど影響が無かっ
たことを示す。本実験において、EVE 曝露により TCA 回路関連代謝物の生合成に関わる複数種
のアミノ酸がコントロールと比較して高値を示した。また本実験では EVE曝露により Pyruvate
の産生に関わるアミノ酸も高値を示した。これらの結果から、Pyruvate および TCA 回路関連糖
代謝物がアミノ酸によって補われている可能性が示された。筋肉細胞内でのアミノ酸代謝による
グルコース代謝産物の供給過程として、恒常的な蛋白質合成と分解のバランス変化の他、オート
ファジーによる蛋白質分解(28)によるものが考えられるが、本研究においては明確ではない。 
一方、本研究では mTORシグナルに関連する蛋白質遺伝子の発現に対しても検討を行った。そ
の結果において Hif1 および Myc の遺伝子発現は EVE 曝露によりコントロールと比較して低値
を示した。HIF1は低酸素状態下において発現が上昇し、ミトコンドリアの活性低下を介して
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c-Myc の発現を低下させる(29,30,31)。両者は互いに活性を制御し合っているが、HIF1および
c-Myc はいずれも解糖系の活性化に寄与することが先行研究により既に明らかとなっている
(31,32,33,34,35)。従って、本研究結果から得られた EVE の曝露に起因する解糖系反応の低下は、
HIF1 、c-Myc の発現抑制が関わっていると考えられ、EVE による mTORC1 阻害作用により筋
肉細胞内の HIF1および c-Myc 遺伝子の発現が低下し、解糖系反応の低下を経て最終的に細胞内
におけるグルコース消費が低下することが示唆された。筋肉細胞内において、mTORC1 は筋芽細
胞の分化促進機能を持つことが広く知られているが、成熟した筋肉細胞(筋管細胞)における HIF1
及び c-Mycの遺伝子発現抑制を介した解糖系反応の低下については未だ明らかではない(36,37)。  
また、mTOR 蛋白質の下流だけでなく上流に位置するタンパク質 AKT 及び酵素 AMPK に関す
る遺伝子発現解析も行った。曝露から 48h の培養後、Akt1 及び Akt2 は EVE により発現が低下し
た。また、EVE 曝露群はコントロール群と比較して AMPK1、1及び3の mRNA 発現を顕著に
低下させた。また AMPKについて、EVE 曝露により有意差を持って発現が低下したアイソフォー
ムはいずれも筋肉細胞において発現している。各蛋白質遺伝子発現低下がグルコース取り込みや
代謝に与える影響についての検討は行っていないため、詳細に関しては更なる検討が必要となる。  
本研究では、EVE による mTORC1 阻害作用は mTOR 下流のシグナル関連蛋白質の発現低下だ
けでなくmTORシグナル上流に位置する蛋白質や酵素の遺伝子発現に対しても影響を及ぼすこと
を明らかにした。  
 
 
 
 
 
4. 小括 
 
筋肉細胞を用いたメタボローム解析によって、EVE曝露により細胞外及び細胞内グルコース濃
度が高値を示し、GLUT1発現の低下によるグルコース取り込み低下の可能性とともに細胞内グ
ルコース消費の低下、特に解糖系及び PPPにおけるグルコース代謝能の低下が示された。以上に
より、EVEによる副作用である高血糖の一因として、末梢の糖代謝組織である筋肉でのインスリ
ン非依存的な細胞内糖代謝、特に解糖系及び PPPにおけるグルコース消費の低下を示すことが出
来た。 
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第 3章 細胞内糖代謝動態の経時的変化 
 
本章ではEVE曝露後のグルコースの C2C12細胞内への取り込み及び細胞内代謝の経時的変化
を見ることで新たな情報を得て、EVEによるインスリン非依存的な糖代謝の低下に関する考察を
深めることを目的として実験を行った。EVE曝露後 6、12、24、48、72h時点における経時的な
サンプリングを行い、細胞外及び細胞内グルコース濃度、細胞内代謝物濃度、遺伝子発現量およ
び蛋白質発現量の変化を測定した。 
 
 
 
 
 
 
1. 方法 
実験内容の詳細については『実験の部』で述べるため、本章では概略について記載した。 
 
1.1. 細胞培養と EVE曝露方法 
 
1.1.1. 細胞培養 
細胞培養については第 2章 1.1.1.と同様に行った。 
 
1.1.2. EVE曝露実験 
C2C12 筋芽細胞を筋管細胞へ分化させ、分化を視覚的に確認し曝露を実施した。第 2
章 1.1.2.と同様に EVE曝露群には EVE濃度 500ng/mLに調製した EVE曝露用培地を用
い、コントロールには、MeOHが 0.01 v/v %含まれるように調製したコントロール用培地
を用いた。メタボローム実験用 6cmディッシュには 1ディッシュあたり 4mL、遺伝子解
析用 96 ウェルプレートでは 1 ウェルあたり 100µL を添加した。曝露後は CO2インキュ
ベータ内に静置した。Figure 5に実験スケジュールについて示した。 
 
 
1.2. メタボローム実験 
 
1.2.1. サンプルの採取、調製方法 
Table 8で示したサンプルについて、曝露前(0h)、曝露後 6、12、24、48、72hの各時
点で採取を行った。 
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対象とするサンプル 採取量 測定内容
培地(分化用培地) 100µL 細胞外グルコース
細胞 980µL(全量) 細胞内グルコース
細胞 980µL(全量) 細胞内イオン性代謝物
細胞Lysate 50µL mRNA (cDNA)
細胞Lysate 500µL 蛋白質
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2. 細胞外および細胞内グルコース濃度測定方法（比色法） 
Glucose Assay Kit (BioVision)を用いて測定した。細胞外グルコース濃度は培地 1mL
当たりのグルコース量(mg/mL)で示した。細胞内グルコース濃度は細胞 106個当たりの濃
度(µg/106 cells) を算出した。 
 
 
 
1.2.3. 細胞内イオン性代謝物濃度測定方法（CE-TOFMS法） 
測定は第 1 章 1.2.4.と同様に行った。測定結果のうち解析に用いたイオン性代謝物(ア
ニオン性代謝物、カチオン性代謝物)は第 1章 Table2に示した。 
 
Table 8 測定内容及び対象とするサンプル 
Figure 5 実験スケジュール 
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1.3. 遺伝子発現解析 
 
逆転写及び cDNA採取を経たのちRealtime-PCR法を行った。TaqMan®Gene Expression 
Cells-to-CTTMKit 推奨手順に準じ、逆転写は 50µL の反応系、Realtime-PCR 法は 20µL の
反応系を用いた。解析に用いた TaqMan®プローブを Table 9に示した。 
 
Table 9 使用した TaqMan® プローブ 
 
Gene Name (Assay ID) 
 
Akt1(Mm01331626_m1) Akt2(Mm02026778_g1)  
 Cs(Mm00466043_m1) Hif1(Mm00468869_m1)
Hk1(Mm00439344_m1) Ldha(Mm01612132_g1)  
Myc(Mm00487804_m1) Pfkm(Mm01309576_m1) 
Pgd(Mm00503037_m1)  Pkm(Mm00834102_g1)
Prkaa1(Mm01296700_m1) Prkag1(Mm00450298_g1) 
Prkag3(Mm00463997_m1) Slc2a1(Mm00441480_m1) 
Taldo1(Mm00807080_g1)  
 
Reference gene: Actb (Mm00607939_s1) 
 
 
 
1.4. 蛋白質発現解析 
 
GLUT1 に対し経時的蛋白質発現変動の測定を実施した。電気泳動及びメンブレンへの転
写を経たのち Western Blot 法を行った。2000 倍希釈した１次抗体(抗 GLUT1 抗体、抗
-tubulin抗体)、10000倍希釈したHRP標識 2次抗体(抗ウサギ抗体)に浸し ECL prime (GE 
Healthcare)を用いて検出した。解析に用いた抗体試薬を Table 10に示した。 
 
Table 10 使用した抗体試薬 
 
Antibody Name (Lot No; Reagent manufacturer) 
 
Polyclonal anti- glucose transporter 1 (GLUT1) antibody (07-1401; Merck Millipore) 
Reference protein: Monoclonal anti--tubulin primary antibody (T6557; Sigma-Aldrich) 
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1.5. 統計解析 
細胞外グルコース濃度及び細胞内グルコース濃度について、いずれも EVE曝露群及びコ
ントロール群の二群比較のため Student’s T-testを用いて評価した。代謝物濃度は
CE-TOFMS法により得られたエリア値を内部標準物質で除した相対的濃度を用いた。遺伝
子発現量は⊿⊿Ct法によって求め、グラフ作成時はコントロール群の測定結果の平均値で
EVE曝露サンプルの測定結果を標準化した。また、コントロール群と EVE曝露群における
代謝物濃度、遺伝子発現量の経時的比較を視覚的に行うためヒートマップを用いた。 
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Table 11 細胞外グルコース濃度減少速度 
 
2. 結果 
 
2.1. メタボローム実験 
 
2.1.1. 細胞外グルコース濃度の推移 
EVE曝露群、コントロール群の細胞外グルコース濃度は時間経過と共に元の濃度から減少して
いった。測定開始時点から 12h 時点までは EVE 曝露群とコントロール群との間に差は見られな
かったが、12～24h の間でコントロール群と比較して EVE 曝露群の細胞外グルコース濃度が高
値を示し、その差は 24h以降 48h、72hにおいても統計的に有意であった。 
Table 11に示した各時点間のコントロール群、EVE曝露群の細胞外グルコース濃度の減少速度
から、12〜24h での減少はコントロール群の方が大きく、細胞外グルコース濃度の減少に対する
EVE曝露の影響は 24h時点で最大となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.2. 細胞内グルコース濃度の推移 
コントロール群の細胞内グルコース濃度は時間経過と共に元の濃度から減少していった。EVE
曝露群の細胞内グルコース濃度は曝露後 12hまでは経時的な減少を示しコントロール群よりも低
濃度を推移したが、24h以降では EVE曝露群の細胞内グルコース濃度がコントロール群よりも高
値となる傾向を示し、48h、72hにおいてその差は有意であった。 
 
2.1.3. 細胞内グルコース関連代謝物濃度及び TCA回路関連アミノ酸濃度の変動 
先行して実施した実験と同様に、第 1章 Table 2で挙げたグルコースの主要な代謝経路である
解糖系、TCA回路、PPPの 3経路のグルコース関連代謝物および TCA回路関連アミノ酸に対し
て検討を行った。ほぼ全てのグルコース関連代謝物が、EVE 曝露後 6h 経過時点からコントロー
ル群の経時的変化よりも低値で推移していることがヒートマップから確認することが出来た。
48h、72h の長時間曝露後では、一部の解糖系代謝物(G6P、F6P、Pyruvate)と TCA 回路代謝物
(Citrate、Isocitrate、ketoglutarate、Succinate、Fumarate、Malate)においてコントロール
群と EVE曝露群の濃度がほぼ変わらないか EVE曝露群でより上回っていた。 
TCA回路関連アミノ酸は、12hまで特筆する変化はみられなかったがそれ以降の長時間曝露に
よりコントロールよりも EVE 曝露で高値を示した。 
  
Time scale Control EVE
0h－6h -0.076 -0.068
6h－12h -0.031 -0.034
12h-24h -0.137 -0.085
24h-48h -0.050 -0.046
48h－72h -0.018 -0.024
⊿C/⊿t(mg/mL・h)
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2.2. 遺伝子発現解析 
 
2.2.1. EVEの遺伝子発現に対する経時的影響 
第 2 章で実施した EVE48h 曝露実験において顕著な発現変動を示した遺伝子のうち 15 種類に
ついて、EVE曝露による経時的な発現変動を検討した。 
測定したすべての遺伝子において、EVE 曝露により遺伝子発現量が低下した。また、
AMPK3(Prkag3)、HIF1(Hif1)、GLUT1(Slc2a1)、HK1(Hk1)、 LDHA(Ldha)は EVE 曝露
後 6h時点から発現が低下していることがヒートマップから確認できた。その他の遺伝子は時間経
過と共に EVE曝露群での遺伝子発現が低下する傾向が見られた。 
 
2.3. 蛋白質発現解析 
 
2.3.1. GLUT1の発現に対する EVEの経時的影響 
EVE 曝露により細胞内糖代謝に変動が生じた一因としてグルコースの細胞内取り込みに関わ
るトランスポーターの影響を含めて検討するために、インスリン非存在下で細胞に恒常的に発現
している GLUT1についてWestern Blotを行った。GLUT1は EVE曝露後 12hまではコントロ
ールと比較してその蛋白質発現に違いは見られなかったが、24h 時点で EVE 曝露群の GLUT1
発現が低下し、その後 72hまで同程度の発現低下状態が持続した。 
本結果から、EVEはGLUT1発現を低下させ、それは曝露後24h以降に現れることが示された。 
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3. 考察 
 
本実験条件において、細胞外グルコース濃度の経時的な減少が確認された。Table 11で示した
各時点間のコントロール群、EVE曝露群の細胞外グルコース濃度の減少速度から、12〜24hにお
ける減少速度がコントロール群と比較してEVE曝露群では緩やかとなり、24h時点においてEVE
曝露群の細胞外グルコース濃度はコントロール群と比べて高値となった。曝露後 24h以降、EVE
曝露群の細胞外グルコース濃度はコントロール群と比較して常に統計的有意な高値を示したこと
から、曝露後 12~24h の間で細胞外グルコースの取り込みの低下が生じた可能性が考えられた。
遺伝子発現解析結果において、曝露後早期から GLUT1遺伝子(slc2a1)発現量が EVE 曝露により
低値を示す結果が得られた。そこでWestern Blot法によりGLUT1蛋白質の発現量変動を確認した。
その結果、24h 時点で EVE 曝露群の GLUT1 発現が低下し、その後 72h まで同程度の発現低下状
態が持続した。これまでの章で既に記述した内容ではあるがmTORは GLUTsの発現上昇に関与
している(27,28)。EVE 曝露後 24h 以降において細胞外グルコース濃度がコントロール群と比較
して EVE 曝露群で高値を示したのは、EVE の mTORC1 阻害作用による GLUT1 発現低下によ
りコントロール群に比べて細胞外グルコースの取り込み量が低下したことが一要因として考えら
れた。 
細胞内グルコース濃度は培養中時間経過とともに低下する傾向を示した。EVE曝露群において
は測定開始時点から曝露後 12hまでは細胞内グルコース濃度がコントロール群よりも低値を示し、
24h 以降においてはコントロール群と比較してその濃度は高値となった。第 2 章では細胞内での
グルコース消費の低下をその要因として考えており、本章ではその詳細の検討のため細胞内のグ
ルコース関連代謝物の変動及び関連する代謝酵素遺伝子の発現を加味した考察も行った。 
EVE曝露開始後 6hと 12hにおいて細胞内グルコース濃度は EVE曝露によりコントロール群と
比較して低値を示したが、同時点における細胞外グルコース濃度は両群に差が無いため取り込み
量の減少による濃度の低下とは考えにくい。この時、細胞内グルコース関連代謝物はいずれもコ
ントロール群と比較して EVE 曝露群において低値を示した。関連遺伝子は、AMPK3(Prkag3)、
HIF1(Hif1)、GLUT1(Slc2a1)、HK1(Hk1)、 LDHA(Ldha)発現は 6hと 12hにおいて EVE曝
露による発現低下を示したがそれ以外はほぼ変動が見られなかった。こうした現象は本実験にお
いて初めて確認したものであり詳細は明らかではないが、EVE曝露後短時間経過時点における細
胞内グルコース及び関連代謝物の減少は、グルコース消費が一時的に増加したために生じた可能
性が考えられた。本研究において各代謝酵素については遺伝子発現解析しか行っておらず、蛋白
質発現量や活性変動についての検討等は行っていないため、EVE曝露後短時間経過時点での細胞
内糖代謝能については更なる検討が必要である。 
一方 EVE曝露後長時間が経過した 24h以降において、EVE曝露により細胞外、細胞内両方の
グルコース濃度が共にコントロールに比べて高値を示した。本結果は 24h 以上の EVE 長時間曝
露時 GLUT1 発現低下によるグルコース取り込み低下だけでなく、細胞内でのグルコース消費の
低下に関連する要因が存在する可能性を示唆した。 
解糖系代謝物において、F6P と Pyruvateは曝露後 48h 以降においてコントロール群と比較し
て EVE 曝露群で高値となる傾向を示した。EVE 曝露後 48～72h において F6P がコントロール
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と比較して高値を示したとき、F1,6P は低値を示していた。また、F1,6P 生合成反応に寄与する
PFKM の mRNA 発現量も、F6P が高値を示したとき EVE 曝露群において低値を示した。
Pyruvate もまた F6P 同様に曝露後 48h 以降において EVE 曝露群でコントロール群と比較して
高値を示し、その代謝物の一つである Lactateが低値を示した。Pyruvateから Lactateの不可逆
的な産生反応に関与する LDHA の mRNA の発現量は EVE 曝露後コントロールと比較して常に
低値であった。従って、EVE によって Pfkm、Ldha の発現が低下する事により各代謝酵素の前
後の代謝物に影響が生じたことが考えられた。本結果は第 2 章の結果と同様であり、曝露後 48h
以降において、EVEが解糖系反応の一部を抑制することが示された。 
PPP で測定したグルコース関連代謝物は、いずれの時点においても EVE 曝露群がコントロー
ル群よりも低値を示した。本研究において、PPP関連酵素遺伝子のうち Pgdと Taldo1 の発現に
ついて検討を行ったが、いずれも EVE 曝露後 24h 以降においてコントロールと比較して遺伝子
発現量が低値を示し、第 2章の結果と同様となった。Pgdと Taldo1はmTORC1による発現誘導
を受けていることに関しては第 2 章で前述しているが(19)、本実験により、PPP では EVE によ
る mTORC1 阻害により代謝酵素遺伝子の発現低下を伴うグルコース代謝反応の低下が生じたこ
とが示され、それは 24h以降において発現する可能性が考えられた。  
本実験において TCA回路関連代謝物は特徴的な変動を示した。EVE曝露後早期では、TCA回
路関連代謝物はいずれもコントロールと比較して低値を示した。しかし曝露後 72h時点では EVE
曝露群の TCA回路代謝物濃度はコントロール群と同程度かそれ以上を示した。 Moritaらの報告
(38，39)では、mTORC1 がミトコンドリアの活性を制御しており、mTORC1 を阻害する薬物に
より TCA回路関連代謝物が低下することが示されている。しかし、本実験においては曝露後 24h
までは TCA回路関連代謝物が EVE曝露により低値になる傾向が見られたが、曝露後 48h時点で
はコントロールとの差がほぼ無くなり、曝露後 72h 時点ではほぼすべての TCA 回路関連代謝物
がコントロール群と比較して EVE曝露群で高値となっていた。これは、Moritaらは 2h、12hと
いう短時間での検討のみを行ったのに対し本研究では 24h以上の長時間曝露を行った為、短時間
では見られなかった現象をとらえたことによる結果の相違だと推測された。 
糖代謝経路に関してより詳細な考察するため、関連するアミノ酸について検討を行ったところ、
曝露後 48h 以降において EVE 曝露群のほぼ全てのアミノ酸濃度がコントロール群と比較して高
値となっていた。また本実験では EVE曝露により Pyruvateの産生に関わるアミノ酸も高値を示
した。Pyruvateは曝露後 24hまでは顕著な変動は無く、48h以降で EVE曝露群がコントロール
群よりも高値を示していた。これらの結果から、Pyruvate および TCA 回路関連糖代謝物がアミ
ノ酸によって補われている可能性が示され、本結果は第 2章と同様であった。 
解糖系、TCA回路、PPPにおけるグルコース関連代謝物及び遺伝子発現の結果から、グルコー
ス代謝に関わる主要な反応系、特に解糖系と PPPにおける代謝能が低下したことにより細胞内グ
ルコース消費の低下が生じたことが示され、それは EVE 曝露から 24h 以上経過した後に引き起
こされることが考えられた。 
EVE を服用した患者が副作用として高血糖状態を示すまでの時間には一貫性がないことが根
治切除不能又は転移性の腎細胞癌に対する特定使用成績調査において報告されている(41)。本章
での実験により、細胞外グルコース濃度の増加及び細胞内糖代謝能の低下は、EVE曝露から 24h
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以降には発現していた。従って EVE服用に起因する高血糖の発現に寄与する可能性のある現象は、
骨格筋では投与後 24h以降から認められる可能性が考えられた。 
mTOR シグナル関連蛋白質の遺伝子発現解析では Hif1a と Myc の発現が EVE 曝露により低下
した。第2章同様、本研究結果によりEVEによるmTORC1阻害作用によって筋肉細胞内のHIF1
および c-Myc遺伝子の発現が低下し、解糖系反応の低下を経て最終的に細胞内におけるグルコー
ス消費が低下する可能性が示された。 また、第 2章で EVE 曝露により曝露後 48h時点における
遺伝子発現量の差が有意であったmTOR 蛋白質上流に位置するタンパク質 AKT1、AKT2及び酵
素 AMPK のアイソフォームである AMPK1、1 及び3 の遺伝子発現解析を行った。Akt1 及び
Akt2は曝露から 48hの培養後 EVE曝露群における遺伝子発現が低値を示した。また、AMPK1、
1 及び3 はコントロール群と比較して EVE 曝露群において mRNA 発現が顕著に低下した。各
蛋白質発現量やグルコース取り込みや代謝に与える影響についての検討は行っていないため、詳
細に関しては更なる検討が必要となるが、 本研究によりEVEによるmTORC1阻害作用はmTOR
シグナル上流に位置する蛋白質や酵素の遺伝子発現に対しても影響を及ぼすことが明らかになっ
た。  
 
4. 小括 
 
本研究は 3 つの主要な代謝経路に着目し、EVE が C2C12 細胞におけるグルコース取り込み及
び細胞内代謝を低下させることを示し、第 2 章の検討結果を裏付けた。また、各測定項目の経時
的変化を追うことで EVEの作用が時間に依存して変化することを示した。特に細胞外グルコース
濃度がコントロールと比較して EVE 曝露により高値を示し始めた 24h 以降において、GLUT1
の発現低下による細胞外グルコースの取り込み量の減少、細胞内におけるグルコース消費の低下
が生じることが示された。第 2章及び第 3章の結果から、EVE曝露により C2C12細胞では細胞
外グルコースの取り込み低下だけでなく細胞内グルコースの消費低下が生じ、これらは EVE曝露
から 24h以上経過して発現する事が示された。 
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総括 
 
第 1章では、ヒト腎癌細胞を用いて EVEを曝露したときの影響について網羅的メタボローム
解析によって検討するための実験手法を確立した。メタボローム解析の利用により、各代謝物の
変動を代謝経路全体の変化としてダイナミックにとらえることが出来た。また、代謝物量の変動
に加えて酵素などの遺伝子発現と組み合わせることで、より詳細な考察が可能となった。網羅的
メタボローム解析は、薬物曝露後に細胞内で生じる代謝変動を総合的に示すことができ、注視す
べき現象やターゲット経路の明確化に有用な実験手法であることを示した。 
第 2章ではマウス筋管細胞を用いたメタボローム解析によって、EVE曝露により細胞外及び細
胞内グルコース濃度が高値となることを示した。メタボローム解析の結果に加え、遺伝子発現解
析、蛋白質発現解析、酵素活性測定の結果から GLUT1発現の低下によるグルコース取り込み低
下と細胞内グルコース消費の低下、特に解糖系及びPPPにおけるグルコース代謝能の低下がEVE
曝露により引き起こされる可能性が示された。 
そして第 3章では第 2章の検討結果を裏付け、さらに各測定項目の経時的変化を追うことによ
り、EVEの作用が時間に依存して変化することを示した。曝露後 0~12hにおいて、細胞外グル
コース濃度は EVE曝露群とコントロール群との間に差はなかったが、24~72hにおいて EVE曝
露群の濃度がコントロール群と比較して高値を示した。細胞外グルコース濃度が EVE 曝露により
コントロールと比較して高値を示した 24~72hにおいて、EVEを曝露したマウス筋管細胞では
GLUT1の発現低下が生じており、細胞内グルコース濃度もコントロールと比較して EVE曝露群
の方が高値となった。従って EVE曝露による細胞外グルコースの取り込み量の減少、細胞内にお
けるグルコース消費の低下の両方が生じたと考えられた。第 2章及び第 3章の結果から、EVE曝
露によりマウス筋管細胞では細胞外グルコースの取り込み低下とともに細胞内グルコースの消費
低下が生じ、これらは EVE 曝露から 24h以上経過して発現することが示された。 
 本研究ではグルコース代謝を行う主要な生体内器官の一つである筋肉に着目し、またこれまで
あまり検討されてこなかったインスリン非存在下における EVEの糖代謝に対する影響について
検討した。実験に用いたマウス筋管細胞において、EVE 曝露後 24h以降で細胞外グルコースの取
り込み低下や細胞内グルコース消費低下が示されたことから、実際に EVEを投与した患者の筋肉
においても本研究と同様の変動が起こっている可能性が考えられた。 
本研究で示した状態が EVE 服用時の副作用である高血糖発現の要因の 1つである場合、その
支持療法としてメトホルミンを始めとするビグアナイド系糖尿病治療薬の使用が選択肢として考
えられた。メトホルミンは AMPKの活性化を介したグルコースの取り込みやグルコース利用促進
作用があり、筋肉においても同様の効果が認められている。本研究において EVE曝露により
GLUT1発現低下に伴うグルコース取り込み低下や細胞内グルコース消費の低下が見られ、また
AMPKアイソフォームの遺伝子発現低下も見られていることから、EVE曝露に伴う高血糖状態
に対するメトホルミンの効果について今後検討する必要性がある。また、本研究では EVE曝露は
mTORC1の上流に位置するシグナル伝達酵素の遺伝子発現にも影響を及ぼすことが示されたこ
とから、チアゾリジン系糖尿病治療薬であるピオグリタゾンも選択肢となる可能性がある。ピオ
グリタゾンは、グルコース取り込み促進や解糖亢進作用の他、骨格筋における PI3K正常化作用
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が認められている。PI3Kはインスリン受容体の下流にあると同時にmTORC1の上流に位置して
いるシグナル伝達酵素である。本研究ではmTORC1上流の遺伝子発現結果に対し詳細な検討を
実施していないが、EVE曝露によって生じた高血糖状態に対するピオグリタゾンの効果について
も今後検討してゆく意義があると考えられた。RAPを用いた先行研究では、RAP曝露により肝
mTORC2が阻害されインスリン抵抗性が増強する事が示されている(16,17,18)。インスリン抵抗
性が増強した状態が遷延するとインスリン分泌不全が生じる。従って EVEの臨床使用時における
支持療法には、前述した 2種類の薬剤だけ、あるいはインスリン補充療法だけという事ではなく
両者を組み合わせた治療方法を検討していくことが今後必要であり、いずれの選択肢に関しても、
EVEの主作用である抗腫瘍効果への影響も併せて慎重に検討を行うことが重要である。 
本研究では EVEの筋肉における影響を示したにすぎず肝臓での糖代謝、膵臓からのインスリン
分泌、そして実際の生体における変化については検討していない。また、アミノ酸代謝やmTOR
シグナル上流蛋白質の影響についての詳細な検討は実施しなかった。こうした限界があるため本
研究結果が EVEによる高血糖発現機序の全要因であると述べることは出来ないが、インスリン非
依存的な糖代謝の低下がその一因である可能性を示すことが出来た。今後は本研究から得られた
結果を元に実験項目を追加し、EVEによる高血糖発現機序を明確化するためより詳細な検討を行
っていく必要がある。 
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実験の部 
 
1.  網羅的メタボローム解析実験系の確立 
 
1.1. 使用試薬、器具、機器 一覧 
 
【試薬】 
・高濃度グルコースダルベッコ改変イーグル培地 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium; D-MEM、500mL：Wako) 
・牛胎児血清(Fetal bovine serum; FBS、500mL：Gibco) 
・0.25％トリプシン(100mL：Sigma） 
・PBS(－)(500mL：Wako) 
・トリパンブルー(細胞計算盤付属品、1.5mL：AR Brown Co) 
・Everolimus(RAD001、50mg：Selleck Chem) 
・Ascomysin(50mg：LC-laboratories) 
・D(+)Glucose(試薬特級、25g：Wako)  
・メタノール(MeOH、LC/MS用：Wako) 
・メタノール(MeOH、HPLC用：Wako) 
・クロロホルム(HPLC用：Wako) 
・アセトニトリル(HPLC用：Wako)  
・D(-)マンニトール(試薬特級、500g：Wako) 
・Internal Standard Solution-1(IS-1、10mM、10mL：Human Metabolome Technologies) 
・Internal Standard Solution-3(IS-3、10mM、10mL：Human Metabolome Technologies) 
・陽イオン分析/洗浄用バッファ(Human Metabolome Technologies) 
・陰イオン分析用バッファ(Human Metabolome Technologies) 
・陰イオン洗浄用バッファ(Human Metabolome Technologies) 
・CE-MS用シース液(Human Metabolome Technologies) 
・Glucose Assay kit(100assays：Bio Vision) 
‐Glucose Assay Buffer 25mL 
‐Glucose Probe/DMSO 0.2mL 
‐Glucose Enzyme Mix(凍結乾燥品) 1vial 
‐Glucose Standard 
・TaqMan®Gene Expression Cells-to-CTTMKit(Thermo Fisher Scientific) 
‐Lysis Solution  
‐DNase1  
‐Stop Solution 
‐2×RT Buffer 
‐20×RT Enzyme Mix  
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・Nuclease free water(Thermo Fisher Scientific) 
・TaqMan®Gene Expression Master Mix(Thermo Fisher Scientific) 
・TaqMan®Gene Expression Assay(Thermo Fisher Scientific) 
‐使用した TaqMan® プローブは下記 Table M1に示した。 
 
Table M1 使用した TaqMan® プローブ 
 
Gene Name (Assay ID) 
 
ACO1(Hs00158095_m1) AKT1(Hs00178289_m1) AKT2(Hs01086102_m1) 
AKT3(Hs00987350_m1 ) ALDOA(Hs00605108_g1) CS(Hs02574374_s1) 
DLST(Hs00757563_s1) ENO1(Hs00361415_m1) FH(Hs00264683_m1) 
G6PD(Hs00166169_m1) GAPDH(Hs02758991_g1) GPI(Hs00976711_m1) 
HIF1A(Hs00153153_m1) HK1(Hs00175976_m1) IDH1(Hs01855675_s1) 
LDHA(Hs00855332_g1) MDH1(Hs00936497_g1) MTOR(Hs00234508_m1) 
MYC(Hs00153408_m1) OGDH(Hs01081865_m1) PCK1(Hs01572978_g1) 
PC(Hs00559398_m1) PDHA1(Hs01049345_g1) PFKL(Hs00160027_m1) 
PGD(Hs00427230_m1) PGK1(Hs00943178_g1) PGLS(Hs00359986_m1) 
PKM(Hs00761782_s1) PRKAA1(Hs01562315_m1) PRKAA2(Hs00178903_m1) 
PRKAB1(Hs00272166_m1) PRKAB2(Hs00271294_m1) PRKAG1(Hs00176952_m1) 
PRKAG2(Hs00211903_m1) PRKAG3(Hs00179660_m1) RPIA(Hs01107136_m1) 
SDHA(Hs00188166_m1) SLC2A1(Hs00892681_m1) SLC2A4(Hs00168966_m1) 
SUCLG2(Hs00896917_g1) TALDO1(Hs00997203_m1) TKT(Hs01115545_m1) 
TPI1P2(Hs00765522_s1)   
 
Reference gene: ACTB (Hs99999903_m1) 
 
 
【器具】 
・6cmディッシュ 
・オートピペッター  
・ピペット(5mL、10mL、25mL) 
・ピペットマン(P1000、P200、P100、P10) 
・チップ(1000µL、200µL、10µL)  
・15mL,50mLチューブ 
・1mLエッペンチューブ 
・2mLマイクロチューブ 
・細胞計数盤 
・1000mLビーカー 
・1000mLメスシリンダー 
・5mLメスフラスコ 
・撹拌子 
・セルスクレーパー 
・限外ろ過チューブ(Ultrafree-MC UFC3LCC：Merck Millipore) 
・ガラスチューブ(16×100mL：VMR) 
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・カラム(ZORBAX SB-C18：Agilent Technologies) 
・2mL遠沈管 
・サンプル用バイアル(2mL：Agilent Technologies) 
・バッファ用バイアル(250µL： Agilent Technologies) 
・バイアルキャップ(Agilent Technologies） 
・フューズドシリカキャピラリー(80cm、50µm：humanMetabolomeTechnologies) 
・PCR用チューブ(Applied Biosystems) 
・PCR用チューブキャップ(Applied Biosystems) 
・MicroAmp®Optical Adhesive Film(Applied Biosystems) 
・MicroAmp®Optical 384Well Reaction Plate(Applied Biosystems) 
 
【機器】 
・温浴 
・セルカウンター 
・遠心機 
・インキュベーター 
・超音波振動機 
・アスピレーター 
・エバポレーター 
・分離装置：Waters2695 
・検出器：Waters2487 
・LS-PLATE manager 
・Agilent 1600 CE System (Agilent Technologies) 
・Agilent 7100 CE System (Agilent Technologies) 
・Agilent 6210 TOFMS System (Agilent Technologies) 
・Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS System(Agilent Technologies) 
・サーマルサイクラー(Gene Amp PCR system 9700：Applied Biosystems) 
・サーマルサイクラー(7900HT Fast Real Time PCR System： Applied Biosystems) 
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1.2. メタボローム実験 
 
1.2.1. 細胞培養と EVE曝露実験 
1.2.1.1.  使用する細胞 
ヒト腎癌細胞 
(ACHN：国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB細胞バンク) 
 
1.2.1.2  培養条件 
温度 37℃、二酸化炭素濃度 5% 
 
1.2.1.3.  培地の組成 
50mLの FBSを D-MEMに添加し全量を 500mLとした(10%FBS/D-MEM)。 
 
1.2.1.4.  播種数 
1ディッシュあたりの細胞数：1×106個 
 
1.2.1.5.  培養方法 
培養培地の量は 1 ディッシュあたり 4mL とした。細胞を増殖用培地に播種後、ディ
ッシュの 80-90%の細胞密度になるまで(播種から 2～3日)培養した。 
 
1.2.1.6.  EVE曝露実験 
1.2.1.6.1. 実験スケジュール 
播種した日を Day1とし Day 3に採取した。 
 
1.2.1.6.2. EVE溶液の調製 
10mgのEVEを精密に秤量し 5mg/mLとなるようにMeOH (2mL)を添加し溶解した
(EVEマスター溶液)。よく撹拌・超音波処理をし-20℃で保存した。 
 
1.2.1.6.3. 曝露実験用添加培地の調製 
【EVE曝露用培地】 
EVEマスター溶液 10µLを分化用培地 990µLに混和しよく撹拌した。50mLのプラ
スチック試験管に分化用培地を 19.8 mL入れ、これに撹拌後のEVE入り培地を 200µL
加えて計 20mL とし、混和して EVE 曝露用の EVE 含有培地（500ng/mL）とした。
これを 3本調製した。 
 
【コントロール用培地】 
MeOH 10µLを分化用培地 990µLに混和しよく撹拌した。50mLのプラスチック試
験管に分化用培地を 19.8 mL入れ、これに撹拌後のMeOH入り培地 200µL加えて計
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20mLとし、混和して EVE非曝露用のMeOH含有培地とした。これを 3本調製した。 
 
1.2.1.6.4. 曝露方法 
ディッシュ内の培地を吸引除去し、1.2.1.6.3.で調製した曝露実験用添加培地を新た
に１ディッシュあたり 4mL添加した。(EVE曝露用添加培地 4mLの添加により、1デ
ィッシュあたり EVE 2µgを曝露することとなる。) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2. サンプルの採取・抽出 
Table M2 で示したサンプルについて、曝露前(0h)、48h 各時点で採取を行った。本実
験は Soga(20), Makinoshita(24)らのサンプル採取・抽出方法を参考にして実施した。サ
ンプルの採取・抽出方法の概略図を Figure M2に示した。 
 
1.2.2.1. 各種溶液の調製 
【細胞洗浄液】 
ビーカー上でマンニトール 50g を正確に秤量する。メスシリンダーを用いて MilliQ 
950mLを量りとりマンニトールの入ったビーカーに入れた。撹拌子を入れ十分に撹拌・
溶解し細胞洗浄液として用いた。調製後は 4℃で保存し、使用時は氷冷して用いた。 
 
【細胞回収液】 
100mL メスフラスコにアスコマイシン(ASC)・マスター溶液(1.2.4.1.)を 2mL、IS-1
を 100µL 入れ MeOH により標線までメスアップし十分に混和した。細胞回収液中の
ASC 濃度は 20µg/mL、IS-1 の濃度は 10µM とした。用時調製とし使用時は氷冷して用
いた。 
  
Figure M1実験スケジュール 
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MeOH MilliQ クロロホルム
1000 400 1000
測定内容 対象とするサンプル 採取量
細胞内EVE 細胞 980µL(全量)
細胞外グルコース 培地(分化用培地) 100µL
細胞内グルコース 細胞 980µL(全量)
細胞内イオン性代謝物 細胞 980µL(全量)
mRNA (cDNA) 細胞Lysate 50µL
1.2.2.2. 採取手順 
各ディッシュから培地を採取した(細胞外グルコース測定用サンプルとして使用する)。
アスピレーターでディッシュ上の残りの培地を吸引除去した。氷冷しておいた細胞洗浄
液を約 5mL添加した後、十分にアスピレーターで除去した。氷冷しておいた細胞回収液
を 1ディッシュあたり 1.4mL添加し、氷上に 10 min平行に静置した。セルスクレーパ
ーを用いて細胞を剥がし、1サンプルを構成する 3枚のディッシュからそれぞれ回収液
1mLと細胞片を採取し 15mLチューブ 1本に統合して入れた(チューブ内合計：回収液
3mL+細胞片)。よく撹拌(30 sec)し、超音波振動をかけた(5 min)。遠心(4℃、1000g×10
分)により細胞片を沈殿させ、上清 980µLを採取し新しい 15mLチューブに入れた。 
 
1.2.2.3. 抽出方法(液液抽出) 
1.2.2.2.で細胞回収液 980µL を採取した 15mL チューブに、MeOH 20µL、MilliQ 
400µL、クロロホルム 1000µLを添加した。混合溶液をよく撹拌(30 sec)し、4℃、4600g
で 10min 遠心分離を行った。分離した溶液の上層(水層)は細胞内イオン性代謝物及び細
胞内グルコース測定用サンプルとして(調製方法:1.2.3.3.)、下層(有機層)は細胞内エベロ
リムス測定用サンプルとして(調製方法:1.2.3.4.)に用いた。抽出溶液の組成を Table M3
に示した。 
 
 
  
Table M3 抽出溶液の組成 
Figure M2 サンプルの採取・抽出手順 
Table M2 測定内容及び対象とするサンプル 
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1.2.3. サンプルの調製方法 
(細胞内イオン性代謝物及び細胞内グルコース測定用/細胞内 EVE取り込み量測定用) 
サンプルの調製方法の概略を Figure M3に示した。 
  
1.2.3.1. 溶液調製 
【水層再溶解液】 
12.5µL の IS-3を 5mLメスフラスコに入れMilliQで標線までメスアップした。(調製
後の IS-3濃度は 25µMとなる。) 
 
1.2.3.2. 限外ろ過チューブ 
【用意する本数】 
1 サンプルにつき 3 本の限外ろ過チューブを用意した。細胞内グルコース濃度測定用
の検量線サンプルの調製も同様に行うため、1濃度あたり 3本用意した。 
 
【限外ろ過チューブ内のフィルターの洗浄】 
限外ろ過チューブ内のフィルターに塗布されている保湿剤を除去するために行う操作
である。限外ろ過チューブにMilliQ 250µLを入れ、4℃、9100g、で 15 min遠心した。
フィルター内を確認し、MillQ のフィルターの通過量が均一であることを確認した。さ
らに 20min 遠心し、超純水を完全にチューブ内に落とした後チューブ内の MilliQ を捨
てた。 
 
1.2.3.3. 細胞内イオン性代謝物及び細胞内グルコース測定用サンプル調製手順 
本実験は Soga(20), Makinoshita(24)らのサンプル調製方法を参考にして実施した。
1.2.2.3.で遠心分離した溶液の水層を 1サンプルあたり 750µLを、250µLずつ 3 本の限
外ろ過チューブに分けて採取し、限外ろ過した(4℃、9100gで約 180 min遠心)。フィル
ターを外したチューブをエバポレーターに入れ、チューブ内のろ過溶液を約 150 min減
圧遠心乾燥する。サンプルを完全に乾燥させた後、水層再溶解液で再溶解を行った。こ
の際 3 本の限外ろ過チューブに分けたサンプルを水層再溶解液 25µL で再度 1 本に統合
した。再溶解したサンプルを 6µL採取して代謝物測定用バイアルに入れ、『1.2.6.細胞内
イオン性代謝物濃度測定法』に用いた。 
※サンプル溶液の残りは『1.2.5.細胞外及び細胞内グルコース濃度測定方法』で用いる。 
 
1.2.3.4. 細胞内 EVE取り込み量測定用サンプル調製手順 
1.2.2.3.で遠心分離した溶液の有機層から１サンプルあたり 750µL をガラスチューブ
に採取した。エバポレーターを用い、40℃、15psiで吹付乾燥を行い（約 20 min）サン
プルを乾固させ、残渣溶解液(1.2.4.1.)500µLで再溶解を行った。ボルテックスにて完全
に溶解させた後、450µL採取してHPLC用バイアルに入れ、『1.2.4.細胞内 EVE取り込
み量測定』に用いた。 
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Figure M3 サンプル調製手順 
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溶液A混合量
(µL)
MeOH混合量
(µL)
0 0 0 0 - MeOHのみ
F 10.2 F 0.5 100 900
E 20.4 E 1 200 800
D 30.6 D 1.5 300 700
C 51.0 C 2.5 500 500
B 76.5 B 3.75 750 250
A 102.0 A 5 A のみ -
検量線濃度
(ng/mL）
標準液濃度
(µg/mL）
1.2.4. 細胞内 EVE取り込み量測定方法 
細胞内に取り込まれた EVE量は、Khoschsorur(23)らの方法を改変し測定した。 
 
1.2.4.1. 溶液調製 
【アスコマイシン(ASC)・ マスター溶液】 
10mg の ASCを精密に秤量し、1mg/mLとなるように MeOH(10mL)を添加し溶解し
た。よく撹拌・超音波処理をし-20℃で保存した。本溶液は『1.2.2.実験用サンプルの採
取・抽出』で用いる細胞回収液の調製に用いた。 
 
【蒸発乾固後の残渣溶解液】 
HPLC-UVによるEVE測定時の移動相を用いた。メスシリンダーによりMeOH 50mL、
アセトニトリル 27mL、MilliQ 23mLをそれぞれ計量し、100mLの試薬瓶で混和した。 
 
【細胞内 EVE標準液】 
1.2.1.6.2.で調製したEVEマスター溶液 5µLを 5mLメスフラスコに入れMeOHを標
線まで添加する。完成した溶液中の EVE濃度は 5µg/mLであり、この溶液を Aとした。
溶液 Aを用いて次表のようにガラス遠沈管内でMeOHと混合し、0.5、1、1.5、2.5、3.75、
5µg/mLの EVE標準液を調製した。検量線濃度、EVE標準液濃度、調製方法を Table M4
に記載した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Table M4 EVE標準液調製における各溶液の混合量 
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細胞回収液
細胞内エベロリムス
標準液
MilliQ クロロホルム
980 20 400 1000
内容
流速 1.0mL/min
UV波長 277nm
カラム ZORBAX SB-C18 column(Agilent;4.6×150mm 3.5Micron)
カラム温度 55℃
移動相組成 MeOH:Ac-CN:MilliQ=50:27:23
注入量 90µL
1.2.4.2. サンプル調製 
【細胞内 EVE測定用サンプル】⇒1.2.3.4参照 
 
【検量線サンプル】 
1.2.4.1.で調製した標準液を用いて各濃度を 2本ずつ調製した。 
EVE検量線用の細胞回収液（内部標準物質である ASC含有：1.2.2.1.）980µL に EVE
検量線用標準液を 20µL 加え、MilliQ 400µL、クロロホルム 1000µLを添加しよく撹拌
(30 sec)、遠心(4600g、10 min)した。細胞内 EVE 測定用サンプルと同様の手順により
HPLC検量線を調製した。本調製に用いた各試薬の混合量を Table M5に記載した。 
 
 
 
 
 
 
1.2.4.3. HPLC-UV条件 
本研究でのHPLC-UV測定条件について Table M6に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
＊測定時間は１サンプルあたり 15 min 
 
1.2.4.4. 保持時間 
EVE：10.5min 
ASC：7.5min 
 
1.2.4.5. 取り込み量の算出 
細胞100万個当たりの取り込み量(ng/106 cells)は検量線から得られた濃度(ng/mL)に1
ディッシュに用いた細胞回収液量(1.4mL)を乗じ、カウントした細胞数で除す(/100万個)
ことにより算出した。 
 
 
 
Table M5 サンプル調製に用いた各試薬の混合量【単位：µL】 
Table M6  HPLC-UV条件 
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0 0 0 50
3.6 180 5 45
7.2 360 10 40
14.4 720 20 30
21.6 1080 30 20
28.8 1440 40 10
36 1800 50 -
検量線のwell中
濃度(ng/µL)
各wellあたりの
グルコース量
(ng/well)
各wellへの添加量
 細胞外グルコース
標準液(µL)
Glucose Assay
Buffer(µL)
1.2.5. 細胞外および細胞内グルコース濃度測定方法（比色法） 
  
1.2.5.1. Glucose Assay Kitの取り扱い 
Kit添付の使用説明書に準ずる。 
 
1.2.5.2. グルコース・マスター溶液の調製 
10mgのD(+)Glucoseを精密に秤量し、MilliQ(10mL)で1mg/mLとなるように溶解した。 
 
1.2.5.3. サンプルの調製と検量線の作成 
1.2.5.3.1. 細胞外グルコース 
【測定用サンプルの調製とウェルへのアプライ】 
曝露前(0h)サンプルとして分化用培地を用いた。分化用培地 20µLを 2mLチューブに
採取し Glucose assay buffer 380µL を添加してよく混合した(20倍希釈)。48h後の EVE
曝露/非曝露サンプルとして 2.2.でディッシュから採取した培地を用いた。1.2.2.2.の培地
から 20µLを別の 2mLチューブに採取し Glucose Assay Buffer 180µLを添加してよく
混合した（10倍希釈）。希釈したサンプルをプレートの 1ウェルに 4µLずつアプライし、
1ウェルの総量が50µLとなるようにGlucose assay buffer 46µLを各ウェルに添加した。 
 
【標準液の調製（ウェルへのアプライ込み）】 
Glucose Assay Kitの Glucose Standard を用いた。Glucose Standard (100nmol/µL) 
10uLをGlucose Assay Buffer  990uL と 2mLチューブ内で混和し 1nmol/µLの希釈用
液とした。作成した希釈用液から 200µLを採取し 800µLの Glucose Assay Bufferと新
たな 2mL チューブ内で混合した。作成した細胞外グルコース標準液濃度は
0.2nmol(36ng)/µL となった。 
 
【検量線の作成方法】 
1レーンの上から細胞外グルコース標準液 0、5、10、20、30、40、50µLを 2ウェル
ずつアプライした。1ウェルの総量が 50µLとなるように Glucose Assay Bufferを各ウ
ェルに添加するした。各ウェル内の検量線濃度とグルコース量、および細胞外グルコー
ス標準液と Glucose Assay Bufferの添加量を Table M7に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table M7  細胞外グルコース用検量線作成方法 
50 
 
細胞回収液 MeOH MilliQ
細胞内グルコース
標準液
クロロホルム
980 20 380 20 1000
マスター溶液(µL) MilliQ(µL)
0 0 - 1000
0.45 22.5 22.5 977.5
0.9 45 45 955
1.8 90 90 910
3.7 180 180 820
5.5 270 270 730
7.3 360 360 640
9.2 450 450 550
標準液濃度
(µg/mL)
細胞回収液内
濃度(µg/mL)
調製方法
1.2.5.3.2. 細胞内グルコース 
【測定用サンプルの調製とウェルへのアプライ】 
『1.2.3.サンプルの調製方法』参照。調製したサンプルは細胞内イオン代謝物測定用サ
ンプルの一部を用いた。1 サンプルあたり 5µL ずつ 1 ウェルにアプライした。1 ウェル
の総量が 50µLとなるように Glucose assay buffer 45µLを各ウェルに添加した。 
 
【細胞内グルコース標準液】 
グルコース・マスター溶液を次表のように 2mL遠沈管内でMilliQと混合し 22.5、45、
90、180、270、360、450µg/mL の細胞内グルコース標準液を調製した。各濃度の調製
方法、標準液濃度、検量線濃度を Table M8に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【検量線サンプルの調製法とウェルへのアプライ】 
1.2.2.3.と同様に抽出操作を行った。調製した標準液 20µL、1.2.2.1.で調製した細胞回
収液 980µL、MeOH 20µL、MilliQ 380µL、クロロホルム 1000µL(Table M9)を混和し
よく撹拌（30 sec）、遠心分離（4600g、10 min）した。抽出後、1.2.3.3.と同様の手順で
検量線サンプルを調製した。 
 
 
 
 
 
調製した検量線サンプルを 1サンプルあたり 5µLずつ 2ウェルにアプライした。1ウェルの総量
が 50µLとなるように Glucose assay buffer 45µLを各ウェルに添加した。 
 
 
 
 
 
 
Table M8  細胞内グルコース濃度用検量線作成方法 
Table M9 液液抽出に用いる各試薬の混合量【単位：µL】 
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Glucose
Assay Buffer
Glucose
Enzyme Mix
Glucose Probe
46 2 2
1.2.5.4. 反応液の調製 
Kitの Glucose assay buffer 、Glucose enzyme mix 、Glucose probeを 46：2：2の
体積比で混合した(Table M10)。1ウェルあたり反応液 50µLを必要とするため、各溶液を
それぞれの混合比×（測定するウェル数+1）の量混合した反応液を調製した。 
 
 
 
 
 
 
1.2.5.5. 測定手順 
【反応液の添加】 
1.2.5.3.1.あるいは 1.2.5.3.2.で調製した測定用サンプル及び標準液のアプライされて
いる各ウェルに対し、1ウェルあたり 50µLの反応液を添加した。 
 
【インキュベーション】 
添加後 37℃の暗所（インキュベーター内）で 30 minインキュベートとした。 
 
【測定波長】 
OD570nm 
 
1.2.5.6. サンプル中濃度の計算 
【細胞外グルコース濃度】 
測定用サンプルはウェルに 4µLアプライされ Glucose Assay Buffer で総量 50µL
に希釈されている(12.5倍希釈)。またサンプルはウェルへのアプライ前に 10倍（48h
後サンプル）あるいは 20倍希釈（曝露前サンプル）をしているため、下記計算式か
ら算出される 
サンプル内のグルコース濃度＝検量線により得られた濃度×12.5×希釈倍率 
 
【細胞内グルコース濃度】 
検量線より得られた濃度＝サンプル濃度である。 
  
Table M10反応液の調製に用いる各試薬の混合割合【単位：µL】 
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anion cation
キャピラリー
プレコンディショニング
2min(洗浄バッファ)
3min(泳動バッファ)
4min
サンプル注入量 25sec/50mbar 10sec/50mbar
キャピラリーカセット温度 20℃ 20℃
電圧 30kV 27kV
流量
Ion Source
Plarity Negative Positive
Mass Range
Cycle/sec
Dry Gas Temp
Dry Gas Flow
Neblizer
Reference mass 59.013854 65.059706
680.035541 622.028963
設定温度 4℃ 5℃
クールフロー
ESI
50-1000
1.5
300℃
7L/min
5psi
1mL/min
測定条件
CE
フューズドシリカキャピラリーid=50µm, L=80cm
(Human Metabolome Technologies)
Pump
TOFMS/QTOFMS
1.2.6. 細胞内イオン性代謝物濃度測定方法（CE-TOFMS法） 
測定方法・条件は Soga(19)、Makinoshita(22)らの実験を参考に実施した。 
 
1.2.6.1. 測定準備 
1.2.6.1.1. 測定用サンプル 
『1.2.3.サンプルの調製方法』参照。調製したサンプルをプラスチックバイアルに 1
サンプルあたり 6µL/バイアルずつ採取した。 
 
1.2.6.1.2. バッファ 
バッファ用バイアルに 1.6mL/本ずつバッファを充填した。 
【陰イオン分析】 
洗浄用バッファを 1本、測定サンプル 1本につき分析用バッファ 1本を用意した。 
 
【陽イオン分析】 
洗浄用、分析用共に陽イオン分析用バッファを使用した。洗浄用バッファとして 1本、
測定サンプル 5本につき 1本のバッファを用意した。 
 
1.2.6.2. CE-TOFMS条件 
本研究での CE-TOFMS測定条件について Table M11に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table M11 CE-TOFMS条件 
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1.2.6.3. 測定したイオン性代謝物 
測定結果のうち解析に用いたイオン性代謝物(アニオン性代謝物、カチオン性代謝物)
を TableM12に示した。 
 
 
代謝物分類                       代謝物 
 
アニオン性代謝物 
解糖系           glucose 6-phosphate 
fructose 6-phosphate 
fructose 1,6-diphosphate 
dihydroxyacetone phosphate 
3-phosphoglyceric acid 
phosphoenol pyruvate 
pyruvate 
lactate 
 
クエン酸回路(TCA 回路)     acetyl-CoA 
fumarate 
succinate 
malate 
citrate 
isocitrate 
α-ketoglutarate 
 
ペントースリン酸経路(PPP) 6-phosphogluconate 
ribulose 5-phosphate 
ribose 5-phosphate 
 
 
カチオン性代謝物 
アミノ酸   alanine 
arginine 
asparagine 
aspartic acid 
cysteine 
glutamine 
glutamic acid 
glycine 
histidine 
isoleucine 
leucine 
lysine 
methionine 
phenylalanine 
proline 
serine 
threonine 
tryptophan 
tyrosine 
valine 
 
 
 
 
Table M12測定したイオン性代謝物 
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anion(CE-TOFMS) cation(CE-QTOFMS)
ファイル形式変換ソフト dotMZ ver.1.0.0.9 dotMZ ver.2.0.0.16
積分ソフト
データファイル wiff D folder
変換後ファイル
積分後ファイル
MS-type
Ion Type Nucleotide Cation
Noise Range 1.5-2min 2-3min
S/N Cutoff
Valley(%)
積分条件
TOF-MS
2
50%
解析方法
解析ソフトウェア
Metabolome Analysis and Screening Tool for and
Rapid HANDling of Sample Data
kiff
xip
ファイル形式
1.2.6.4. 解析方法 
1.2.6.4.1. データ変換条件 
測定から得られたデータの変換・解析方法を Table M13に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.6.4.2. 結果への反映 
【使用する数値】 
1.2.6.4.1.データ変換の積分値から得られるピークエリア値(エリア値)を用いた。 
 
【内標準物質補正値の算出】 
サンプル(曝露前、Control 48h,EVE 48h)から得られたエリア値を内標準物質(IS-1) 
Compound 1のエリア値で除し、補正した。 
 
【細胞数補正及び Control比算出】 
内標準物質補正値を各細胞数で除し、細胞 106 個当たりの値に補正した。算出した補
正値を用いて EVE 48h / Control 48h を算出する。得られた値を Control比とし、48h
におけるControlを1とした際のEVE曝露による変化を1との相対割合として表した。 
 
 
  
Table M13データの変換・解析方法 
55 
 
1.3. 遺伝子発現解析 
 
1.3.1.  細胞培養(ACHN)と EVE]曝露実験 
用いる細胞、培養条件、培地の組成及び培養方法は 1.2.メタボローム実験に準ずる。培
養には 96 ウェルプレートを用い、1 ウェルあたりの細胞数 1×104、培地の量は 1 ウェル
あたり 100µL とする。EVE曝露実験は 1.2.メタボローム実験と同様の実験スケジュール
で実施し、同濃度の曝露実験用添加培地を調製した。調製した曝露実験用添加培地を用い
てウェル内の培地を新たに曝露実験用添加培地に交換する(100 µL/well)。 
 
1.3.2.  逆転写及び cDNA採取 
1.3.2.1. 試薬調製、準備 
調製する試薬は使用時のピペッティングロスを考慮して+10％量を調整する。 
【PBS(-)】 
使用前に 4℃に冷却、氷冷しながら使用する。 
 
【LysisSolution + DN ase】 
使用説明書記載標準量で溶解する。LysisSolution + DN ase ＝(49.5+0.5)µL/well 
 
【Stop Solution】 
使用説明書記載標準量(5µL/well)で溶解する。 
 
【RT Master Mix】 
氷上で調製する。逆転写は50µLの反応系で行う(RT Master Mix 40µL + Lysate 10µL)。 
Nuclease-free Water   12.5µL 
2×RT Buffer      25µL  
20×RT Enzyme Mix    2.5µL    
Total            40µL 
 
1.3.2.2. 逆転写反応 
1.3.2.2.1. Lysateの作成(細胞溶解) 
96ウェルプレート中の培地を吸引除去し、冷却したPBSを 50µLずつ添加する。PBS
を吸引除去し、冷却した LysisSolutionを 50µLずつ添加する。5 分間インキュベート
した後、5µLずつ StopSolutionを添加する。 
 
1.3.2.2.2. cDNAの作製 
1.3.2.1.で調製したRT Master MixをPCR用チューブに 40µLずつ添加し、1.3.2.2.1.
で作製した Lysateを 10µLずつ添加した。穏やかに撹拌した後、Table M14の条件で
逆転写反応を行い、cDNAを作製した。 
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stage repeats temperature time
UDPのインキュベーション(hold) 1 1 50℃ 2min
酵素の活性化（hold） 2 1 95℃ 10min
PCR(cycle) 3 40 95℃ 15sec
60℃ 1min
stage repeats temperature time
逆転写(hold) 1 1 37℃ 60min
逆転写酵素の不活性化（hold） 2 1 95℃ 5min
Hold 3 1 4℃ ∞
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.3. リアルタイム PCR法 
1.3.3.1. 試薬調製 
cDNAとの混合の際ピペッティングロスを考慮してPCR Cocktailは+20％で調製した。 
1.3.3.2. PCR Cocktail 
TaqMan®Gene Expression Cells-to-CTTMKit 推奨手順の 20µL/反応の反応系を用い
た。 
 
TaqMan®Gene Expression Master Mix 10µL 
TaqMan®Gene Expression Assay  1µL 
Nuclease free water   5µL   
Total     16µL 
 
1.3.3.3. リアルタイム PCR手順 
1.3.3.2.で調製した PCR Cocktailを 1ウェルあたり 16µLずつ添加した。1.3.2.2.2で
作製した cDNA を4µLずつ添加し、NegativeControlには cDNAではなくNuclease free 
waterを 4µL添加した。プレート表面をシーリングし、Table M15の条件でリアルタイ
ム PCRを実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.4. 解析方法（⊿⊿Ct法） 
本遺伝子発現解析では解析方法として⊿⊿Ct法を用いており、内在性コントロールにβ-actin、
キャリブレーターサンプルに 48h時間の Controlを設定し、Controlを基準としたときの EVE曝
露時との比を示した。 
 
 
Table M14逆転写反応プロトコル 
Table M15リアルタイム PCR条件 
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2. EVEの細胞内糖代謝への影響の検討 
 
2.1. 使用試薬、器具、機器 一覧 
本章 1.1.で示したものに以下の試薬及び機器を追加して用いた。なお、TaqMan®Gene Expression 
Assay(Thermo Fisher Scientific)で用いた TaqMan® プローブは下記 Table M16に示した。 
 
【試薬】 
・Polyclonal anti- glucose transporter 1 (GLUT1) antibody (07-1401; Merck Millipore) 
・Hexokinase (HK)-1 (C35C4) Rabbit mAb (#2024; Cell Signaling Technology) 
・Pyruvate Kinase (PK) M1/2 (C103A3) Rabbit mAb (#3190; Cell Signaling Technology) 
・PKM2 (D78A4) XP® Rabbit mAb (#4053; Cell Signaling Technology) 
・Lactate dehydrogenase (LDH) A antibody (#2012; Cell Signaling Technology) 
・Mouse phosphorfructokinase/ PFKM antibody (MAB7687; R&D systems) 
・Anti-phosphogluconate dehydrogenase (PGD) antibody [EPR6565] (ab129199; Abcam) 
・Transaldolase (TALDO) (H-4) mouse monoclonal IgG (sc-166230; Santa Cruz) 
・Monoclonal anti--tubulin primary antibody (T6557; Sigma-Aldrich) 
・RIPA buffer ( [50mmol/l Tris-HCl [pH8.0], 150mmol/l sodium chloride, 0.5w/v% sodium 
deoxycholate, 0.1w/v% sodium dodecyl sulfate, 1.0w/v% NP-40 substitute]; Wako) 
・protease inhibitor cocktail (NACALAI TESQUE) 
・Pierce BCA protein assay (Thermo Fisher Scientific) 
・polyvinylidene difluoride membranes (IPVH00010; Merck Millipore) 
・HRP-conjugated secondary antibodies (GE Healthcare) 
・Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) 
・1×Tris glysine(泳動バッファ) 
・1×Tris glysine MeOH(ブロッティングバッファ) 
・スキムミルク(Wako)  
・Hexokinase Colorimetric Assay Kit (SIGMA) 
‐HK Assay buffer 25mL 
‐HK Substrate 1mL 
‐HK Coenzyme 1vial 
‐HK Enzyme Mix 1vial 
‐HK Developer 1vial 
‐NADH Standard 1vial 
‐HK Positive control 1vial 
・Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (SIGMA) 
‐LDH Assay buffer 50mL 
‐LDH Substrate Mix 1vial 
‐NADH Standard, 0.5umol 1vial 
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‐LDH positive control 1vial 
・Phosphofructokinase(PFK) Activity Colorimetric Assay Kit (SIGMA) 
‐PFK Assay buffer 27mL 
‐PFK Substrate 1vial 
‐PFK Enzyme Mix 1vial 
‐ATP 1vial 
‐PFK Developer 1vial 
‐NADH Standard 1vial 
‐Positive control 1vial 
・Pyruvate Kinase Activity Assay Kit (SIGMA) 
‐Pyruvate Kinase Assay buffer 25mL 
‐Fluorescent Peroxidase Substrate, in DMSO 0.2mL 
‐Pyruvate Kinase Enzyme Mix 1vial 
‐Pyruvate Kinase Substrate Mix 1vial 
‐Pyruvate Kinase Standard, 100nmol/uL 0.1mL 
‐Pyruvate Kinase Positive control 1vial 
・6-Phosphogluconate Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit (BioVision) 
‐6-PGD Assay buffer 25mL 
‐6-PGD Substrate 1vial 
‐6-PGD Developer 1vial 
‐NADPH Standard 1vial 
‐6-PGD Positive control 1vial 
  
59 
 
Table M16 使用した TaqMan® プローブ 
 
Gene Name (Assay ID) 
 
Aco1(Mm00801417_m1) Akt1(Mm01331626_m1)
Akt2(Mm02026778_g1) Akt3(Mm00442194_m1)
Aldoa(Mm00833172_g1) Cs(Mm00466043_m1)
Dlst(Mm00513470_m1) Eno1(Mm01619597_g1) 
 Fh1(Mm01321349_m1) G6pdx(Mm00656735_g1)
Gapdh(Mm99999915_g1) Gpi1(Mm01962484_u1)
Hif1(Mm00468869_m1) Hk1(Mm00439344_m1)
Idh1(Mm00516030_m1)  Ldha(Mm01612132_g1)
Mdh1(Mm00485106_m1) Mtor(Mm00444968_m2) 
Myc(Mm00487804_m1) Ogdh(Mm00803119_m1)
Pck1(Mm01247058_m1)  Pcx(Mm00500992_m1)
Pdha1(Mm00468675_m1) Pfkm(Mm01309576_m1) 
Pgd(Mm00503037_m1)  Pgk1(Mm00435617_m1)
Pgls(Mm00452598_m1)  Pkm(Mm00834102_g1)
Prkaa1(Mm01296700_m1) Prkaa2(Mm01264789_m1) 
Prkab1(Mm01201921_m1) Prkab2(Mm01257133_m1)
Prkag1(Mm00450298_g1) Prkag2(Mm00513977_m1)
Prkag3(Mm00463997_m1) Rpia(Mm00485790_m1) 
Sdha(Mm01352363_m1) Slc2a1(Mm00441480_m1)
Slc2a4(Mm01245502_m1) Suclg2(Mm01182162_g1)
Taldo1(Mm00807080_g1) Tkt(Mm00447559_m1) 
Tpi1(Mm00833691_g1)   
 
Reference gene: Actb (Mm00607939_s1) 
 
【機器】 
・SDS-PAGE装置 
・Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories) 
・LAS 4000 mini imaging system (GE Healthcare) 
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2.2. メタボローム実験 
 
2.2.1. 細胞培養と EVE曝露実験 
2.2.1.1. 使用する細胞 
マウス骨格筋筋芽細胞(C2C12：理化学研究所バイオリソースセンター) 
 
2.2.1.2. 培養条件 
温度 37℃、二酸化炭素濃度 5% 
 
2.2.1.3. 培地の組成 
【増殖用培地】 
50mLの FBSを D-MEMに添加し全量を 500mLとした(10%FBS/D-MEM)。 
 
【分化用培地】 
10mLの FBSを D-MEMに添加し全量を 500mLとした(2%FBS/D-MEM)。 
 
2.2.1.4. 播種数 
1ディッシュあたりの細胞数：1×105個 
 
2.2.1.5. 培養方法 
培養培地の量は 1ディッシュあたり 4mLとした。 
【増殖培養】 
細胞を増殖用培地に播種後、ディッシュの 80-90%の細胞密度になるまで(播種から 2
～3日)培養した。 
 
【分化培養】 
増殖用培地を分化用培地に交換し、24hおきに培地交換を行って分化させた。(細胞の
状態によって前後するが分化培養開始から 4~7日後に細胞全体が分化する。) 
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2.2.1.6. EVE曝露実験 
2.2.1.6.1. 実験スケジュール 
播種した日を Day1とし増殖培養を開始した。Day 3から分化培養を開始し、Day 8
に筋管細胞への分化(Figure M4)を視覚的に確認した後曝露を実施した。曝露前サンプ
ルを Day 8、曝露後 48 hのサンプルを Day 10に採取した。 
  
分化マーカー 
(myosin heavy chane)染色 
染色無し 
増
殖
用
培
地 
分
化
用
培
地 
Figure M4 Day8における C2C12 の分化状態 (位相差顕微鏡×10) 
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2.2.1.6.2. EVE溶液の調製 
本章 1.2.1.6.2.と同様に調製を行った。 
 
2.2.1.6.3. 曝露実験用添加培地の調製 
本章 1.2.1.6.3.と同様に調製を行った。 
 
2.2.1.6.4. 曝露方法 
本章 1.2.1.6.3.と同様に曝露を行った。  
Figure M5 実験スケジュール 
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溶液A(µL) MeOH(µL)
0 0 - MeOHのみ
51.0 2.5 100 900
102.0 5 200 800
153.1 7.5 300 700
255.1 12.5 500 500
382.7 18.75 750 250
510.2 25 A のみ -
検量線濃度
(ng/mL）
標準液濃度
(µg/mL）
調製方法
2.2.2. 実験用サンプルの採取・抽出 
本章 1.2.2.と同様にサンプルの採取・抽出を行った。 
 
2.2.3. サンプルの調製方法 
本章 1.2.3.と同様にサンプルの調製を行った。 
 
2.2.4. 細胞内 EVE取り込み量測定方法 
本章 1.2.4.と同様に測定を実施した。ただし細胞内 EVE標準液は Table M17とした。 
 
【細胞内 EVE標準液】 
1.2.1.6.2.で調製したEVEマスター溶液 25µLを 5mLメスフラスコに入れMeOHを標
線まで添加する。完成した溶液中の EVE濃度は 25µg/mLであり、この溶液を Aとした。
溶液Aを用いて次表のようにガラス遠沈管内でMeOHと混合し、2.5、5、7.5、12.5、18.75、
25µg/mL の EVE 標準液を調製した。検量線濃度、EVE 標準液濃度、調製方法を下表に
記載する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.5. 細胞外および細胞内グルコース濃度測定方法（比色法） 
本章 1.2.5.と同様に測定を実施した。 
 
2.2.6. 細胞内イオン性代謝物濃度測定方法（CE-TOFMS法） 
本章 1.2.6.と同様に測定を実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
Table M17 EVE標準液調製における各溶液の混合量 
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2.3. 遺伝子発現解析 
 
2.3.1.  細胞培養(C2C12)と EVE]曝露実験 
用いる細胞、培養条件、培地の組成及び培養方法は 2.2.メタボローム実験に準ずる。培
養には 96 ウェルプレートを用い、1 ウェルあたりの細胞数 5×102、培地の量は 1 ウェル
あたり 100µL とする。EVE曝露実験は 2.2.メタボローム実験と同様の実験スケジュール
で実施し、同濃度の曝露実験用添加培地を調製した。調製した曝露実験用添加培地を用い
てウェル内の培地を新たに曝露実験用添加培地に交換する(100 µL/well)。 
 
2.3.2. 逆転写及び cDNA採取 
2.3.2.1. 試薬調製、準備 
調製する試薬は使用時のピペッティングロスを考慮して+10％量を調整する。 
【PBS(-)】 
使用前に 4℃に冷却、氷冷しながら使用する。 
 
【LysisSolution + DN ase】 
分化させた C2C12 は細胞密度が高く溶解しづらいため、使用説明書記載標準量の 3
倍の量で溶解する。 
LysisSolution + DN ase ＝(49.5+0.5)µL/well×3倍量＝148.5µL+1.5µL/well 
 
【Stop Solution】 
3 倍量の LysisSolution を用いているため、StopSolution も 3 倍量用いる。5µL/well
×3倍量＝15µL/well 
 
【RT Master Mix】 
氷上で調製する。逆転写は50µLの反応系で行う(RT Master Mix 40µL + Lysate 10µL)。 
Nuclease-free Water   12.5µL 
2×RT Buffer      25µL  
20×RT Enzyme Mix    2.5µL    
Total           40µL 
 
2.3.2.2. 逆転写反応 
2.3.2.2.1. Lysateの作成(細胞溶解) 
96 ウェルプレート中の培地を吸引除去し、冷却した PBS を 150µL ずつ添加する。
PBS を吸引除去し、冷却した LysisSolution を 150µL ずつ添加する。5 分間インキュ
ベートした後、15µLずつ StopSolutionを添加する。 
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stage repeats temperature time
逆転写(hold) 1 1 37℃ 60min
逆転写酵素の不活性化（hold） 2 1 95℃ 5min
Hold 3 1 4℃ ∞
2.3.2.2.2. cDNAの作製 
2.3.2.1.で調製したRT Master MixをPCR用チューブに 40µLずつ添加し、2.3.2.2.1.
で作製した Lysateを 10µLずつ添加した。穏やかに撹拌した後、Table M18の条件で
逆転写反応を行い、cDNAを作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
2.3.3. リアルタイム PCR法 
本章 1.3.3.と同様に実施した。 
 
2.3.4. 解析方法（⊿⊿Ct法） 
本章 1.3.4.と同様に解析を行った。 
  
Table M18 逆転写反応プロトコル 
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ゲル組成 混合量
MilliQ 3.2 mL
30% acrylamide 2.5 mL
1.5M Tris-HCl (pH8.8): final 0.375M 1.8 mL
10% SDS: final 0.1% 75 µL
10% APS: final 0.1% 75 µL
TEMED: final 0.05% 4 µL
ゲル組成 混合量
MilliQ 3.5 mL
30% acrylamide 833 µL
1M Tris-HCl (pH6.8): final 0.125M 625 µL
10% SDS: final 0.1% 50 µL
10% APS: final 0.1% 50 µL
TEMED: final 0.05% 5 µL
2.4. 蛋白質発現解析（Western Blot法） 
 
2.4.1. 細胞培養と EVE曝露実験 
用いる細胞、培養条件、培地の組成及び培養方法は 2.2.メタボローム実験に準ずる。 
 
2.4.2. 細胞 Lysate採取 
2.4.2.1. 試薬の調製 
6cmディッシュからの Lysate採取には RIPA buffer 500µL+protease inhibitor 50µL
の混合液を調製し用いる。調製後、氷冷して用いた。 
 
2.4.2.2. 細胞 Lysate採取方法 
採取は氷上で実施する。氷冷した PBSで細胞表面を洗い(約 4mL/ディッシュ)、2.4.2.1.
で調製した RIPA buffer溶液を添加した(500µL /ディッシュ)。添加後速やかにセルスク
レーパーで回収した。 
 
2.4.3. サンプル調製 
Pierce BCA protein assay を用い、タンパク量を 1µg/1µLに調製した。 
 
2.4.4. アガロースゲル電気泳動（SDS-PAGE） 
2.4.4.1. ゲルの組成 
本研究で用いたゲルの組成を Table M19, M20に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table M19 分離(下層)ゲル 
Table M20 濃縮(上層)ゲル 
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2.4.4.2. 電気泳動 
ゲルを SDS-PAGE 装置に設置し、泳動バッファで満たした。マーカーを 5µL、2.4.3.
で調製したサンプルを 20µLずつゲル板の各レーンに添加した。その後ゲル板 1枚当た
り 300V、10mA、90minで泳動した。 
 
2.4.5. Western Blot 
2.4.5.1. メンブレンへの転写 
2.4.4.1.で泳動したゲル板を IPVHメンブレンに載せてブロッティングバッファで十
分に湿らせ、セミドライ方式で転写した。電圧は 300V、電流はメンブレンの面積に比例
させ、長径×短径×枚数×1.5mAとした。転写時間は 1枚当たり 30minとした。 
 
2.4.5.2. ブロッキング 
5%スキムミルク/TBS-Tを調製後、2.4.5.1.で転写したメンブレンを 1h振とうし、ブ
ロッキングした。 
 
2.4.5.3. 一次抗体 
1%スキムミルク/TBS-Tで一次抗体(抗 GLUT1、抗 HK-1、抗 PK M1/2、抗 PKM2、
抗 LDHA、抗 PFKM、抗 PGD、抗 TALDO、抗-tubulin抗体)を 1000倍あるいは 2000
倍希釈し、2.4.5.2.でブロッキングしたメンブレンを一晩振とうした。 
 
2.4.5.4. 二次抗体 
2.4.5.3.のメンブレンを TBS-Tで洗浄した後、1%スキムミルク/TBS-Tで 20000倍に
希釈したそれぞれの二次抗体(抗ウサギ抗体、抗ラット抗体)で 1h振とうした。 
 
2.4.5.5. ECLによる蛋白質発現の確認 
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent を用いて蛋白発現を確
認した。添付のプロトコル通りの用法とした。 
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2.5. 酵素活性測定方法(比色法) 
 
2.5.1. 各 Assay Kitの取り扱い 
Kit添付の使用説明書に準ずる。 
 
2.5.2. 各 Assay Kitの測定対象 
Hexokinase Colorimetric Assay Kit (SIGMA)・・・HK 
Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (SIGMA)・・・LDH 
Phosphofructokinase(PFK) Activity Colorimetric Assay Kit (SIGMA)・・・PFK 
Pyruvate Kinase Activity Assay Kit (SIGMA)・・・PKM 
6-Phosphogluconate Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit 
(BioVision)・・・PGD 
 
2.5.3. サンプルの調製と検量線の作成、ポジティブコントロールの添加 
【測定用サンプルの調製とウェルへのアプライ】 
HK 
ウェル内の細胞を氷冷した HK Assay buffer 200µL/ウェルで氷上にて手早く懸濁した。
細胞懸濁液をエッペンチューブに採取、遠心し(13000g×10min、4℃)、不溶解物を分離
した。上清液をプレートの 1ウェルに 5µLずつアプライし、1ウェルの総量が 50µLとな
るようにHK Assay buffer 45µLを各ウェルに添加した。 
 
LDH 
ウェル内の細胞を氷冷した LDH Assay Buffer 200µL/ウェルで氷上にて手早く懸濁し
た。細胞懸濁液をエッペンチューブに採取、遠心し(10000g×15min、4℃)、不溶解物を
分離した。LDH Assay Bufferを用いて測定用 96wellプレート内で上清液を 8倍希釈した
(1ウェルの総量 50µL)。  
 
PFK 
ウェル内の細胞を氷冷した PFK Assay buffer 200µL/ウェルで氷上にて手早く懸濁した。
細胞懸濁液をエッペンチューブに採取、遠心し(13000g×10min、4℃)、不溶解物を分離
した。PFK Assay bufferを用いて測定用 96wellプレート内で上清液を 16倍希釈した(1
ウェルの総量 50µL)。  
 
PKM 
ウェル内の細胞を氷冷した Pyruvate Kinase Assay buffer200µL/ウェルで氷上にて手
早く懸濁した。細胞懸濁液をエッペンチューブに採取、遠心し(15000g×10min、4℃)、
不溶解物を分離した。上清液をプレートの 1ウェルに 5µLずつアプライし、1ウェルの総
量が 50µLとなるように Pyruvate Kinase Assay buffer 45µLを各ウェルに添加した。 
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PGD 
ウェル内の細胞を氷冷した 6-PGD Assay buffer 100µL/ウェルで氷上にて手早く懸濁し
10min氷上で静置した。細胞懸濁液をエッペンチューブに採取、遠心し(10000g×20min、
4℃)、不溶解物を分離した。上清液をプレートの 1ウェルに 5µLずつアプライし、1ウェ
ルの総量が 50µLとなるように 6-PGD Assay buffer 45µLを各ウェルに添加した。 
 
【標準液の調製とウェルへのアプライ】 
HK 
Kit の NADH Standard を用いた。96well プレートに、0,2,4,6,8,10µL の 1.25 mM 
NADH Standard を 2wellずつ添加し、HK Assay bufferを最終体積 50µLとなるように
添加した。各標準液最終濃度は 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 nmol/wellとなった。 
 
LDH 
Kit の NADH Standard を用いた。96well プレートに、0,2,4,6,8,10µL の 1.25 mM 
NADH Standard を 2wellずつ添加し、LDH Assay bufferを最終体積 50µLとなるよう
に添加した。各標準液最終濃度は 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 nmol/wellとなった。 
 
PFK 
KitのNADH Standard を用いた。10µLのNADH Standard (10mM) を 90µLの PFK 
Assay buffer で希釈した(1mM)。96well プレートに、0,2,4,6,8,10µL の 1 mM NADH 
Standard を 2wellずつ添加し、PFK Assay bufferを最終体積 50µLとなるように添加し
た。各標準液最終濃度は 0,2,4,6,8,10 nmol/wellとなった。 
 
PKM 
Kit の Pyruvate Standard を用いた。10µL の Pyruvate Standard (100nmol/µL) を
990µL の Pyruvate Kinase Assay Buffer で希釈した(1nmol/µL)。96well プレートに、
0,2,4,6,8,10µLの 1nmol/µL Pyruvate Standard を 2wellずつ添加し、PKM Assay buffer
を最終体積 50µL となるように添加した。各標準液最終濃度は 0,2,4,6,8,10 nmol/well と
なった。 
 
PGD 
Kit の NADPH Standard を用いた。96well プレートに、0,2,4,6,8,10µL の 1 mM 
NADPH Standardを 2wellずつ添加し、6-PGD Assay bufferを最終体積 50µLとなるよ
うに添加した。各標準液最終濃度は 0,2,4,6,8,10 nmol/wellとなった。 
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【ポジティブコントロールの添加】 
HK  
1uLの Positive Controlを 99uLの HK Assay bufferで希釈する。1~10uLを添加し、
最終体積 50µLとなるように HK Assay bufferを添加する。 
 
LDH 
5uLの Positive Controlを添加し、最終体積 50µLとなるように LDH Assay buffer を
添加する。 
 
PFK 
10~20uLの Positive Controlを添加し、最終体積 50µLとなるように PFK Assay buffer
を添加する。 
 
PKM 
5uLのPositive Controlを添加し、最終体積50µLとなるようにPyruvate Kinase Assay 
bufferを添加する。 
 
PGD 
6-PGD Assay buffer で 10 倍希釈する。2uL を添加し、最終体積 50µL となるように
6-PGD Assay bufferを添加する。 
 
2.5.4. 反応液(Reaction Mix)の調製 
1wellの反応あたり、下記混合量の Reaction Mixを用いる。( )内は Sample Blankに
対する各試薬の混合量。 
 
HK 
HK Assay buffer 34µL (44µL) 
HK Enzyme Mix 2µL (2µL) 
HK Developer 2µL (2µL) 
HK Coenzyme 2µL (2µL) 
HK Substrate 10µL (-) 
 
LDH 
LDH Assay Buffer 48µL (50µL) 
LDH Substrate Mix 2µL (-) 
 
PFK 
PFK Assay buffer 42µL (44µL) 
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PFK Enzyme Mix 2µL (2µL) 
PFK Developer 2µL (2µL) 
ATP 2µL (2µL) 
PFK Substrate 2µL (-) 
 
PKM 
Pyruvate Kinase Assay buffer 44µL (46µL) 
Pyruvate Kinase Substrate Mix 2µL (2uL) 
Pyruvate Kinase Enzyme Mix 2µL (2µL) 
Fluorescent Peroxidase Substrate 2µL (-) 
 
PGD 
6-PGD Assay buffer 40µL (42µL) 
PGD Developer 8µL (8µL) 
PGD Substrate 2µL (-) 
 
2.5.5. 測定手順 
【反応液の添加】 
2.5.3.で調製した測定用サンプル及び標準液のアプライされている各ウェルに対し、
2.5.4.で調製した各酵素活性測定用の Reaction Mixを 1ウェルあたり 50µL添加した。添
加したウェルごとによくピペッティングを行った後、遮光して静置した。 
 
【初期吸光度測定(Initial measurement)】 
HK 
室温で 5min静置した後 initial measurementを実施した。(時間：T initial) 
Initial timeにおける OD450nmでの吸光度を測定した。(A 450 initial) 
 
LDH 
添加から 2-3min後 initial measurementを実施した。(時間：T initial) 
Initial timeにおける OD450nmでの吸光度を測定した。(A 450 initial) 
 
PFK 
37℃で 5min静置した後 initial measurementを実施した。(時間：T initial) 
Initial timeにおける OD450nmでの吸光度を測定した。(A 450 initial) 
 
PKM 
2~3min静置した後 initial measurementを実施した。(時間：T initial) 
Initial timeにおける OD570nmでの吸光度を測定した。(A 570 initial) 
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PGD 
PGDにおいては initial measurementは実施しなかった。 
連続測定で 45-60min、37℃、OD460nm で測定した。任意の 2 時点(T1、T2)を選択し、
その時間内(⊿T=T2－T1)における NADPH の変動を比較した。検量線は最終測定時点の
ものを用いた。 
 
【吸光度測定】 
HK、LDH、PFK、PKM 
プレートは室温の暗所に静置し、(PKMは A570)を 5minごとに測定した。 
サンプルの活性がスタンダードの最大活性を超えるまで測定を継続した。サンプルの活性
がスタンダードの最大活性を超える手前での最終活性測定値(A 450 final)および経過時間
(T final)を読む。検量線にはサンプルの活性がスタンダードの最大活性を超える手前での
測定値を用いた。 
 
PGD 
37℃のインキュベータ内に静置し 45-60min 経過時間において、A460 を 3~5min ごと
に測定した。任意の 2時点(T1、T2)を選択し、その時間内(⊿T=T2－T1)におけるNADPH
の変動(⊿A=A2－A1)を比較した。検量線には最終測定時点のものを用いた。 
 
2.5.6. サンプル中酵素活性の計算 
HK 
0(blank)の最終活性測定値をバックグラウンドとした。バックグラウンドの吸光度はす
べてのサンプルから除した。(NADHの検量線を描く際も同様。) 
 
吸光度変化量⊿A 450 ＝A 450 final－A 450 initial 
 
各サンプルの⊿A 450を NADH検量線にあてはめて、T initialから T finalまでの反応時間に
おける NADHの量を導きだし、下記計算により活性を数値化した。 
 
HK活性＝T initialから T finalまでの NADHの量×希釈倍率 
(T final－T initial :min)×添加したサンプルの体積(mL)     
(単位：milliunit/mL) 
 
LDH 
0(blank)の最終活性測定値をバックグラウンドとした。バックグラウンドの吸光度はす
べてのサンプルから除した。(NADHの検量線を描く際も同様。) 
 
吸光度変化量⊿A 450 ＝A 450 final－A 450 initial 
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各サンプルの⊿A 450を NADH検量線にあてはめて、T initialから T finalまでの反応時間に
おける NADHの量を導きだし、下記計算により活性を数値化した。 
 
LDH活性＝T initialから T finalまでの NADHの量×希釈倍率 
(T final－T initial :min)×添加したサンプルの体積(mL)     
(単位：milliunit/mL) 
 
PFK 
0(blank)の最終活性測定値をバックグラウンドとした。バックグラウンドの吸光度はす
べてのサンプルから除した。(NADHの検量線を描く際も同様。) 
 
吸光度変化量⊿A 450 ＝A 450 final－A 450 initial 
 
各サンプルの⊿A 450を NADH検量線にあてはめて、T initialから T finalまでの反応時間に
おける NADHの量を導きだし、下記計算により活性を数値化した。 
 
PFK活性＝T initialから T finalまでの NADHの量×希釈倍率 
(T final－T initial :min)×添加したサンプルの体積(mL)    
 (単位：milliunit/mL) 
 
PKM 
0(blank)の最終活性測定値をバックグラウンドとした。バックグラウンドの吸光度はす
べてのサンプルから除した。(Pyruvateの検量線を描く際も同様。) 
 
吸光度変化量⊿A 570 ＝A 570 final－A 570 initial 
 
各サンプルの⊿A 570を Pyruvate検量線にあてはめて、T initialから T finalまでの反応時間
における Pyruvateの量を導きだし、下記計算により活性を数値化した。 
PKM活性＝T initialから T finalまでの Pyruvateの量×希釈倍率 
(T final－T initial :min)×添加したサンプルの体積(mL)    
 (単位：milliunit/mL) 
 
PGD 
0(blank)の最終活性測定値をバックグラウンドとした。バックグラウンドの吸光度はす
べてのサンプルから除した。(NADPHの検量線を描く際も同様。) 
 
吸光度変化量⊿A 460 ＝A 2－A 1 
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各サンプルの⊿A 450をNADPH検量線にあてはめて、T 1から T 2までの反応時間にお
けるNADPHの量を導きだし、下記計算により活性を数値化した。 
 
PGD活性＝T 1から T 2までのNADPHの量×希釈倍率 
(T 2－T 1 :min)×添加したサンプルの体積(mL)    
 (単位：milliunit/mL) 
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3.  細胞内糖代謝動態の経時的変化 
 
3.1.  使用試薬、器具、機器 一覧 
本章 1.1.で示したものに以下の試薬及び機器を追加して用いた。なお、TaqMan®Gene Expression 
Assay(Thermo Fisher Scientific)で用いた TaqMan® プローブは Table M19に示した。 
 
【試薬】 
・Polyclonal anti- glucose transporter 1 (GLUT1) antibody (07-1401; Merck Millipore) 
・Monoclonal anti--tubulin primary antibody (T6557; Sigma-Aldrich) 
・RIPA buffer ( [50mmol/l Tris-HCl [pH8.0], 150mmol/l sodium chloride, 0.5w/v% sodium 
deoxycholate, 0.1w/v% sodium dodecyl sulfate, 1.0w/v% NP-40 substitute]; Wako) 
・protease inhibitor cocktail (NACALAI TESQUE) 
・Pierce BCA protein assay (Thermo Fisher Scientific) 
・polyvinylidene difluoride membranes (IPVH00010; Merck Millipore) 
・HRP-conjugated secondary antibodies (GE Healthcare) 
・Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) 
・1×Tris glysine(泳動バッファ) 
・1×Tris glysine MeOH(ブロッティングバッファ) 
・スキムミルク(Wako) 
 
Table M21 使用した TaqMan® プローブ 
 
Gene Name (Assay ID) 
 
Akt1(Mm01331626_m1) Akt2(Mm02026778_g1)  
 Cs(Mm00466043_m1) Hif1(Mm00468869_m1)
Hk1(Mm00439344_m1) Ldha(Mm01612132_g1)  
Myc(Mm00487804_m1) Pfkm(Mm01309576_m1) 
Pgd(Mm00503037_m1)  Pkm(Mm00834102_g1)
Prkaa1(Mm01296700_m1) Prkag1(Mm00450298_g1) 
Prkag3(Mm00463997_m1) Slc2a1(Mm00441480_m1) 
Taldo1(Mm00807080_g1)  
 
Reference gene: Actb (Mm00607939_s1) 
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【機器】 
・SDS-PAGE装置 
・Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories) 
・LAS 4000 mini imaging system (GE Healthcare) 
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3.2.  メタボローム実験 
 
3.2.1. 細胞培養と EVE曝露実験 
用いる細胞、培養条件、培地の組成及び培養方法は本章 2.2.メタボローム実験に準じた。
EVE曝露実験は本章 2.2.メタボローム実験と同様の実験スケジュールで実施し、同濃度
の曝露実験用添加培地を調製した。調製した曝露実験用添加培地を用いてディッシュ内の
培地を新たに曝露実験用添加培地に交換した。曝露前(0h)のサンプル、曝露後 6h、12h、
24h、48h、72hのサンプルをそれぞれ時間経過ごとに採取した。 
 
3.2.2. 実験用サンプルの採取・抽出 
採取及び抽出に用いる溶液、手順は本章 2.2.メタボローム実験に準じた。ただし第 3章
の実験では分離した溶液の下層(有機層)は用いない。 
 
3.2.3. サンプルの調製方法 
サンプルの調製方法採は本章 2.2.メタボローム実験と同様に調製を行った。 
 
3.2.4. 細胞外および細胞内グルコース濃度測定方法（比色法） 
3.2.4.1. サンプルの調製と検量線の作成 
3.2.4.1.1. 細胞外グルコース測定用サンプルの調製とウェルへのアプライ 
曝露前(0h)サンプルとして分化用培地を用いる。0h、6h、12hサンプルの培地 20µL
を 2mLチューブに採取し Glucose assay buffer 380µLを添加してよく混合する(20倍
希釈)。24hサンプルの培地20µLを2mLチューブに採取しGlucose assay buffer 180µL
を添加してよく混合する(10倍希釈)。48h、72hサンプルの培地から 20µLを別の 2mL
チューブに採取し Glucose Assay Buffer 80µLを添加してよく混合する（5倍希釈）。
希釈したサンプルをプレートの 1ウェルに 4µLずつアプライし、1ウェルの総量が
50µLとなるように Glucose assay buffer 46µLを各ウェルに添加する。 
 
3.2.4.1.2. 細胞内グルコース測定用サンプルの調製とウェルへのアプライ 
本章 1.2.3.及び 1.2.5.3.2と同様に実施した。 
 
3.2.4.2. 標準液の調製（ウェルへのアプライ込み）及び反応液の調製 
本章 1.2.5.3.及び 1.2.5.4.と同様に調製した。 
3.2.4.3. 測定手順及びサンプル中濃度の計算 
本章 1.2.5.5.及び 1.2.5.6.と同様に実施した。 
 
3.2.5. 細胞内イオン性代謝物濃度測定方法（CE-TOFMS法） 
本章 1.2.6.と同様に測定を実施した。 
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3.3. 遺伝子発現解析  
 
3.3.1. 細胞培養(C2C12)とエベロリムス曝露実験 
用いる細胞、培養条件、培地の組成及び培養方法は本章3.2.メタボローム実験に準ずる。
培養には 96ウェルプレートを用い、1ウェルあたりの細胞数 5×102、培地の量は 1ウェ
ルあたり 100µLとする。EVE 曝露実験は本章 3.2.メタボローム実験と同様の実験スケジ
ュールで実施し、同濃度の曝露実験用添加培地を調製した。調製した曝露実験用添加培地
を用いてウェル内の培地を新たに曝露実験用添加培地に交換する(100 µL/well)。 
 
3.3.2. 逆転写及び cDNA採取 
本章 2.3.2.と同様に採取した。 
 
3.3.3. リアルタイム PCR法 
本章 1.3.3.と同様に実施した。 
 
3.3.4. 解析方法（⊿⊿Ct法） 
本章本遺伝子発現解析では解析方法として⊿⊿Ct法を用いており、内在性コントロー
ルにβ-actin、キャリブレーターサンプルに 0h時間あるいは各時間における Controlを設
定し、0hあるいはControlを基準としたときのEVE曝露時の遺伝子発現量の比を示した。 
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ゲル組成 混合量
MilliQ 3.2 mL
30% acrylamide 2.5 mL
1.5M Tris-HCl (pH8.8): final 0.375M 1.8 mL
10% SDS: final 0.1% 75 µL
10% APS: final 0.1% 75 µL
TEMED: final 0.05% 4 µL
ゲル組成 混合量
MilliQ 3.5 mL
30% acrylamide 833 µL
1M Tris-HCl (pH6.8): final 0.125M 625 µL
10% SDS: final 0.1% 50 µL
10% APS: final 0.1% 50 µL
TEMED: final 0.05% 5 µL
3.4. 蛋白質発現解析（Western Blot法） 
 
3.4.1. 細胞培養と EVE曝露実験 
用いる細胞、培養条件、培地の組成及び培養方法は 2.2.メタボローム実験に準ずる。 
 
3.4.2. 細胞 Lysate採取 
3.4.2.1. 試薬の調製 
6cmディッシュからの Lysate採取には RIPA buffer 500µL+protease inhibitor 50µL
の混合液を調製し用いる。調製後、氷冷して用いた。 
 
3.4.2.2. 細胞 Lysate採取方法 
採取は氷上で実施する。氷冷した PBSで細胞表面を洗い(約 4mL/ディッシュ)、3.4.2.1.
で調製した RIPA buffer溶液を添加した(500µL /ディッシュ)。添加後速やかにセルスク
レーパーで回収した。 
 
3.4.3. サンプル調製 
Pierce BCA protein assay を用い、タンパク量を 1µg/1µLに調製した。 
 
3.4.4. アガロースゲル電気泳動（SDS-PAGE） 
3.4.4.1. ゲルの組成 
本研究で用いたゲルの組成を Table M20, M21に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table M22 分離(下層)ゲル 
Table M23 濃縮(上層)ゲル 
80 
 
3.4.4.2. 電気泳動 
ゲルを SDS-PAGE 装置に設置し、泳動バッファで満たした。マーカーを 5µL、3.4.3.
で調製したサンプルを 20µLずつゲル板の各レーンに添加した。その後ゲル板 1枚当た
り 300V、10mA、90minで泳動した。 
 
3.4.5. Western Blot 
3.4.5.1. メンブレンへの転写 
3.4.4.1.で泳動したゲル板を IPVHメンブレンに載せてブロッティングバッファで十
分に湿らせ、セミドライ方式で転写した。電圧は 300V、電流はメンブレンの面積に比例
させ、長径×短径×枚数×1.5mAとした。転写時間は 1枚当たり 30minとした。 
 
3.4.5.2. ブロッキング 
5%スキムミルク/TBS-Tを調製後、3.4.5.1.で転写したメンブレンを 1h振とうし、ブ
ロッキングした。 
 
3.4.5.3. 一次抗体 
1%スキムミルク/TBS-Tで一次抗体(抗 GLUT1抗体、抗γチューブリン抗体)を 2000
倍希釈し、3.4.5.2.でブロッキングしたメンブレンを一晩振とうした。 
 
3.4.5.4. 二次抗体 
3.4.5.3.のメンブレンを TBS-Tで洗浄した後、1%スキムミルク/TBS-Tで 20000倍に
希釈したそれぞれの二次抗体(抗ウサギ抗体、抗ラット抗体)で 1h振とうした。 
 
3.4.5.5. ECLによる蛋白質発現の確認 
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent を用いて蛋白発現を確
認した。添付のプロトコル通りの用法とした。 
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